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1. Staphylococcus aureus: caracteristicas microbiolégicas y patogenia

1.1. Caracteristicas microbiolégicas

Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus de la familia
Micrococcaceae. Las especies del género Staphylococcus son cocos gram
positivos de 0,5 a 1um de diametro, inmdviles, aerobios y anaerobios
facultativos, no forman esporas y generalmente no estan capsulados. El
nombre del género fue designado por Ogston en 1883 (Ogston, 1883) y deriva
del griego staphylé (“en racimo de uvas”), debido a la morfologia que adoptan
las células de Staphylococcus en las tinciones que se realizan a partir de
cultivos en medios de agar. En tinciones de muestra directa, los
microorganismos también aparecen como células unicas o en parejas o

formando tétradas (figura 1.1).

(A) (B)

Figura 1.1- (A) Tincién de Gram de un coco Gram-positivo agrupado en racimos.

(B) Crecimiento en placa de agar sangre de colonias doradas de S. aureus.

El género Staphylococcus se compone de 35 especies y 17 subespecies,
entre ellas cabe destacar por su importancia como agentes etiologicos de
infecciones en humanos, los siguientes: S. aureus, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleferi, S. warneri, y S. saprophyticus.

Staphylococcus aureus es la especie mas patogena y virulenta para el
hombre, pero también puede encontrarse colonizando la piel y las mucosas.
Las colonias de S. aureus presentan un color amarillo dorado caracteristico

debido a la produccién de carotenoides durante su crecimiento, de ahi su



nombre que deriva de la palabra latina con la que se designa el oro (Figura
1.1), sin embargo muchas cepas presentan variantes no pigmentadas. S.
aureus crece bien a altas concentraciones de NaCl, es coagulasa, DNAsa y
catalasa positivo y fermenta el manitol, lo que permite diferenciarlo del resto de

de especies del género Staphylococcus (Bannerman, 2003).

1.2. Epidemiologia

S. aureus es un patégeno oportunista que forma parte de la microflora
humana, pudiendo estar colonizada por esta bacteria entre el 30% y el 50% de
la poblacién, siendo la localizacion mas frecuente la colonizacion nasal. El
principal reservorio de S. aureus lo constituye el hombre enfermo o portador.
La frecuencia de colonizacién es mas frecuente en el medio hospitalario,
especialmente en pacientes sometidos a hemodialisis, diabéticos tipo |,
pacientes con lesiones cutaneas, sujetos infectados por el VIH y en adictos a
drogas por via parenteral (ADVP).

El portador nasofaringeo asintomatico es también el origen mas
frecuente de S. aureus resistente a meticilina (SARM). Actualmente este
microorganismo es reconocido como uno de los patdégenos mas importantes
causantes de infecciones nosocomiales en todo el mundo. Cuando una
persona entra en contacto con una cepa SARM puede resultar colonizada,
desarrollar infeccion y/o convertirse en portador (Wenzel, 1998):

Asi pues, se habla de colonizacion por SARM cuando este
microorganismo es aislado en una muestra clinica en ausencia de signos de
infeccidon. Las zonas mas frecuentes de colonizacién son, las lesiones cutaneas,
el tracto respiratorio y el tracto urinario (Coello, 1994). La colonizacion por
SARM puede persistir durante meses o afios (Sanford, 1994).

Las infecciones causadas por SARM son las mismas que las cepas
sensibles a meticilina. Las mas frecuentes son las de herida quirurgica (10-
28%), bacteriemia (10-21%) generalmente a partir de catéter, y la neumonia
(15-40%), sobre todo en enfermos ventilados (Pujol, 1994). En menor
frecuencia se encuentran las infecciones de partes blandas, urinarias,
intraabdominales, cardiovasculares y osteomielitis (Coello, 1994).

Finalmente se considera que una persona es portadora de SARM

cuando este microorganismo se aisla en una localizacion, en la que no suele



causar infeccion lo que facilita su persistencia en el organismo. La localizacién
mas frecuente es la nariz, donde actia como reservorio, seguido de la
orofaringe y las regiones perianal, inguinal, axilar y rectal (Coello, 1994).

Diferentes estudios describen que los portadores nasales de SARM
tienen un mayor riesgo de infeccién nosocomial por este microorganismo, y que
los pacientes infectados con SARM presentan una mayor morbi-mortalidad
comparada con los pacientes infectados por cepas sensibles de S. aureus
(Romero-Vivas, 1995; Pujol, 1996; Cosgrove, 2003). Este hecho es importante
a la hora de intentar mantener una prevalencia de SARM baja; lo que ha
conllevado a realizar diferentes trabajos sobre la aplicacion de mupirocina
tépica como tratamiento y/o profilaxis para prevenir la colonizacion y/o infeccion
de SARM. A este respecto hay controversias entre los diferentes autores y no
esta claro el papel que juega la mupirocina intranasal como erradicacion de
portadores nasales de S. aureus, aunque su eficacia depende del tipo de
pacientes a los que se aplica, siendo mas eficaz en pacientes quirurgicos, con
dialisis peritoneal, hemodialisis, infecciones recurrentes de la piel y es poco
efectivo en pacientes no sometidos a cirugia (Fernandez, 1995; Kluitmans,
1997; Kalmeijer, 2002; Perl, 2002; Laupland, 2003; Pena, 2004; Wertheim,
2004).

1.3. Patogenia

La patogenia de las infecciones por S. aureus se produce al combinarse
los factores de virulencia bacteriana con una disminucién de las defensas del
huésped. En su accién patdégena intervienen, los componentes de la pared
celular y la produccion de enzimas y toxinas favorecedoras de la invasién
tisular, ademas de su capacidad para diseminarse y multiplicarse en los tejidos

del huésped.

A) Componentes de la pared celular (Figura 1.2):

- Peptidoglicano: es el componente basico de la pared de S. aureus. Le
confiere resistencia y tolerancia osmotica. Tiene importantes propiedades
bioldgicas: presenta actividad endotoxica, desencadena la produccion de

interleucina-1 por los monocitos, estimula la quimiotaxis y agregacion de los



leucocitos, activa el complemento e induce la produccion de anticuerpos
opsonizantes.

- Acidos teicoicos o polisacaridos A: son polimeros de fosfato especificos
de especie, pueden estar unidos covalentemente al peptidoglicano de la pared
o ligados a los lipidos de la membrana celular. Su funcién es mediar en la unién
de los estafilococos a las superficies mucosas mediante uniones especificas a
la fibronectina. Tienen la capacidad de inducir la produccién de anticuerpos.

- Diferentes proteinas se pueden unir a la capa externa del
peptidoglicano mediante enlaces covalentes: i) proteinas que facilitan la
adhesividad del microorganismo (proteina fijadora de colageno, proteina
fijadora de fibronectina), ii) factor de agregacion (clumping factor) 6 coagulasa
ligada a la célula, se une al fibrinégeno facilitando asi la agregacion bacteriana,
y iii) proteina A, especifica de S. aureus, activa el complemento y bloquea la
fraccidon Fc de las IgG, por lo que previene la eliminacion del microorganismo
mediada por anticuerpos inhibiendo la opsonizacién y la fagocitosis.

- Capsula externa o glucocalix: es de naturaleza polisacarida, facilita la
adherencia de las bacterias y tiene capacidad antifagocitaria. Se han descrito
11 serotipos capsulares, de los cuales los serotipos 5 y 8 son los que se

asocian con la mayor parte de las infecciones.

Capsula o capa
de limo de polisacarido

—Capa de peptidoglicano

_ Polisacarido A
[acido teicoico)

& _————— Profeina A

Membrana
citoplasmica

Factor de

Citoplasma i
agrupamiento

Figura 1.2- Estructura de la pared celular estafilocécica.



B) Enzimas

Son sustancias que producen su accion en zonas proximas al foco
infeccioso. Las mas importantes son (Bannerman, 2003):

- Catalasa: degrada el peroxido de hidrogeno protegiendo al
microorganismo durante la fagocitosis.

- Coagulasa: se encuentra en dos formas: el factor de agregacién o
coagulasa ligada, al que nos hemos referido al tratar los componentes de la
pared celular, y la coagulasa libre o extracelular. Ambas, intervienen en la
formacion de coagulos, convierten el fibrindgeno en fibrina, facilitando procesos
sépticos y permitiendo la formacion de abscesos. Existe una fuerte correlacion
entre la produccion de coagulasa y la virulencia de la cepa. La deteccién de la
coagulasa libre es la prueba que diferencia S. aureus de los estafilococos
coagulasa negativos.

- Hialuronidasa: degrada el acido hialuranico de la matriz del tejido
conjuntivo y facilita la propagacion de la infeccion.

- Penicilinasa: producida en la actualidad por casi todas las cepas de S.
aureus. Es una beta-lactamasa que inactiva la penicilina mediante la hidrdlisis
de su anillo beta-lactamico.

- Otros enzimas: la mayoria de cepas de S. aureus sintetizan ademas
otros enzimas como lipasas, proteasas, nucleasas o enzimas que hidrolizan los

acidos nucleicos y estafiloquinasas o sustancias fibrinoliticas.

C) Toxinas

Algunas cepas de S. aureus son capaces de sintetizar proteinas
extracelulares adicionales que producen su accion en zonas distantes del foco
infeccioso. Su expresion esta regulada por un gen accesorio regulador de
proteinas (agr) y pueden ser codificadas por el ADN cromosémico o plasmidico.
Las mas importantes son (Dinges, 2000):

- Hemolisinas: se han identificado cuatro denominadas, alfa, beta,
gamma y delta. Son sintetizadas por la mayoria de las cepas de S. aureus.
Poseen capacidad hemolitica y citolitica actuando sobre determinadas células
eucariotas del huésped como leucocitos, macrofagos, plaquetas y fibroblastos.
La toxina alfa es la mejor estudiada. Parece intervenir en el desarrollo de

edema y dano tisular como consecuencia de los cambios de permeabilidad



inducidos en las células endoteliales y los consiguientes cambios en el balance
iénico.

- Leucocidina de Panton-Valentine: es sintetizada por el 2-3% de las
cepas, esta compuesta por dos subunidades proteicas, la F y S, sintetizadas
independientemente, que actuan en forma sinérgica sobre las membranas de
las células fagociticas. Se une a los fosfolipidos de la membrana de los
leucocitos y macréfagos induciendo la formacion de poros que destruyen la
célula al alterar la permeabilidad celular.

- Toxinas exfoliativas o epidermoliticas: la prevalencia de cepas
productoras de estas toxinas varia geograficamente, pero generalmente es
inferior al 5-10%. Se han identificado dos serotipos, Ay B (ETA y ETB), ambas
pueden producir el sindrome de la piel escaldada. La toxina exfoliativa A es
termoestable y de codificacion cromosdémica, mientras que la B es termolabil y
de codificacion plasmidica. Actuan destruyendo los desmosomas del estrato
granuloso de la epidermis, sin citolisis ni inflamacion, por lo que en la capa de
la epidermis afectada no se encuentran ni leucocitos ni estafilococos. Poseen
actividad proteasa serinica, lo que desencadenaria la exfoliacion.

- Enterotoxinas: son producidas por el 30-50% de las cepas de S.
aureus. Se han descrito 8 serotipos de enterotoxinas estafilocécicas (A, B, C, D,
E, G, H, |) siendo el serotipo A el mas comun de todos ellos. Son termoestables
y resistentes a los enzimas digestivos, siendo responsables de intoxicaciones
alimentarias con emesis y cuadros de enterocolitis. Poseen las caracteristicas
inmunomoduladoras propias de los superantigenos.

- Toxina 1 del sindrome del shock toxico (TSST-1): anteriormente
denominada exotoxina pirogénica C o enterotoxina F, es una proteina
termoestable sintetizada por genes cromosdmicos. Actia como un
superantigeno, induciendo la liberacion de citocinas por macréfagos vy linfocitos
T. A bajas concentraciones produce la extravasacion de las células endoteliales,

y a altas concentraciones tiene efecto citotdxico.

1.4. Cuadros clinicos
La infeccion por S. aureus se produce tras lesiones cutaneas,
traumaticas o quirdrgicas que favorecen la penetracion del microorganismo

desde la piel hasta los tejidos profundos. Desde estos puntos puede producir



bacteriemia y cuadros metastaticos. Las infecciones causadas por S. aureus
generalmente son supurativas y tienden a la formaciéon de abscesos (Pascual,
2005; Lowy, 2006).

A) Infecciones de piel y partes blandas

Se caracterizan por la formacion de vesiculas pustulosas que comienzan
en los foliculos pilosos propagandose a los tejidos vecinos. La foliculitis es una
infeccién piogénica superficial del foliculo piloso. Su extensidn al tejido
perifolicular da lugar al forunculo. El antrax es la infeccion de varios forunculos
con extension a la capa mas profunda del tejido subcutaneo. Puede producir
bacteriemia en un tercio de los casos.

Otras infecciones cutaneas por S. aureus son impétigo (infeccion
superficial que afecta sobre todo a nifios en areas expuestas), mastitis,
hidrosadenitis supurada, celulitis, fascitis y paroniquia.

S. aureus es uno de los patégenos mas frecuentes en infecciones de
heridas quirdrgicas, tanto superficiales como profundas. También puede causar
infeccidn de ulceras cronicas (Ulceras por presion, pie diabético).

B) Bacteriemia y endocarditis

S. aureus es una causa comun de bacteriemia. El foco inicial de
infeccion se desconoce en un tercio de los casos. Las bacteriemias por S.
aureus que acontecen en el hospital se relacionan con el uso de catéteres y
otros procedimientos invasivos, mientras que en las bacteriemias de la
comunidad el foco originario suele ser extravascular (infecciones de piel y mas
raramente en el aparato respiratorio, neumonias).

Las infecciones metastasicas y la endocarditis son complicaciones
importantes de la bacteriemia. La frecuencia de endocarditis entre los pacientes
con bacteriemia por S. aureus varia entre un 5% y un 21%, respectivamente,
segun sean pacientes con bacteriemia nosocomial o de adquisicion comunitaria
(Chang, 2003). S. aureus es la causa mas frecuente de endocarditis infecciosa
aguda, afecta sobre todo a las valvulas mitral y aodrtica, ya sean nativas o
protésicas. La endocarditis aguda derecha de la valvula tricispide por S.
aureus suele observarse en los adictos a drogas por via parenteral, aunque en
la actualidad es menos frecuente y tiene un mejor prondstico. Entre las
complicaciones de la endocarditis por S. aureus estan la insuficiencia cardiaca

por destruccion valvular, embolismos sépticos, abscesos hematdégenos



cerebrales o viscerales, abscesos miocardicos y pericarditis purulenta.

C) Pericarditis

La pericarditis generalmente es de origen hematdgeno, aunque también
puede ocurrir tras cirugia, en cuyo caso el prondstico es grave, 0 por un
traumatismo penetrante.

D) Infecciones musculoesqueléticas

S. aureus es uno de los microorganismos que con mayor frecuencia
origina infecciones éseas, por diseminacion hematdgena y por contiguidad.

En los nifios, la osteomielitis hematdgena suele afectar a las metafisis de
los huesos largos, mientras que en los adultos, S. aureus suele afectar al tejido
esponjoso vertebral dando lugar a osteomielitis vertebral.

La osteomielitis cronica, por contigliidad, es mas frecuente y se produce
como complicacién de cirugia ortopédica y traumatismos. También puede
ocasionar infeccion de protesis articulares.

S. aureus es el principal agente etiologico de artritis séptica y de bursitis.
Las articulaciones afectadas con mayor frecuencia son las rodillas, tobillos,
caderas, hombros y las interfalangicas.

La piomiositis es una infeccion poco comun de los musculos de fibra
estriada que afecta a personas con enfermedad de base. La forma mas
frecuente es el absceso del psoas, de origen hematégeno o como
consecuencia de una infeccion vertebral.

E) Infecciones de las vias respiratorias

La neumonia estafilococica es un cuadro infrecuente pero grave, se
puede producir por aspiracidon de secreciones orales o por diseminacion
hematogena. Esta ultima se produce generalmente a partir de una endocarditis
derecha, de una tromboflebitis séptica o de una infeccion de cable de
marcapasos. La neumonia por aspiracion de adquisicion comunitaria se
produce como complicacién de cuadros viricos, mientras que la nosocomial es
mas frecuente en pacientes sometidos a ventilacién mecanica. La complicacion
mas frecuente de la neumonia es el empiema.

También es frecuente encontrar S. aureus como agente etiolégico de

sinusitis y de infeccion bronquial en pacientes con fibrosis quistica.



F) Infecciones del sistema nervioso central

La meningitis piégena estafilococica puede ser de origen hematdgeno o
como complicacion de un absceso.

Los abscesos cerebrales pueden ser de origen hematdgeno, a partir de
una endocarditis, o por contiguidad, a partir de sinusitis, traumatismos o cirugia.

S. aureus también es la causa mas frecuente de empiema subdural y

absceso epidural medular o intracraneal.

G) Infecciones de la vias urinarias

La infeccion de las vias urinarias por S. aureus es muy rara. Su
presencia en la orina sugiere origen hematdgeno. Las infecciones ascendentes
son debidas a manipulacion instrumental.

H) Cuadros producidos por toxinas estafilococicas

- Sindrome de la piel escaldada: es una dermatitis exfoliativa ampollar
que no afecta mucosas, mas frecuente en neonatos y nifios. Suele aparecer
como complicacion de un pioderma localizado.

- Sindrome del shock toxico: es un cuadro grave debido a la produccion
de la toxina TSS-1. Inicialmente fue descrito en nifios y posteriormente en
mujeres jévenes que usaban tampones. En la actualidad la mayor parte de los
casos son secundarios a infecciones estafilocdcicas de diversas localizaciones.

- Toxiinfeccion alimentaria o gastroenteritis toxica estafilococica: se debe
a la ingestion de alimentos contaminados con toxinas y no directamente a los
microorganismos. Es un cuadro agudo afebril autolimitado que cursa con

vomitos, dolor cdlico y diarrea.

1.5.  Caracteristicas genéticas de S. aureus

S. aureus tiene un genoma de un tamafio aproximado de 2800 Kb, que
esta formado por un uUnico cromosoma circular en el que se encuentran
elementos genéticos méviles como son plasmidos, bacteridfagos, transposones
y secuencias de insercion (Pattee, 1990). El estudio de estos elementos ha
permitido explicar los mecanismos de transferencia genética entre las cepas
mediante procesos de conjugacion, transduccion, transformacion y movilizacién
mediante plasmidos conjugativos (Archer, 1991; Skurray, 1997).

Los plasmidos son moléculas extracromosdémicas de DNA circular de

pequefio tamafno (2-5 kb) que contienen genes que codifican para la



produccion de toxinas y/o para la resistencia a antibiéticos y metales pesados.
Pueden transferirse de una célula a otra mediante el proceso de conjugacion.

Los transposones son fragmentos moviles de DNA, generalmente
flanqueados por secuencias repetidas, su longitud varia de unos cientos a unos
miles de nucledtidos. La transposicion tiene lugar a través de dos mecanismos:
uno consiste en la escisién del elemento movil para posteriormente insertarse
en el DNA diana, el otro consiste en un mecanismo de retrotransposicion,
mediante el cual el transposon genera una copia de si mismo que se insertara
en el DNA diana. Los enzimas que catalizan los cortes y las uniones de estos
elementos son especificos y estan codificados en el propio transposén. Los
transposones pueden transportar uno o mas marcadores de resistencia
antibidtica. Se han descrito distintos transposones como Tn557 portador del
gen ermB de resistencia a eritromicina (Khan, 1980), Tn4001 portador de
genes que codifican la resistencia a kanamicina, tobramicina y gentamicina
(Lyon, 1984), Tn4003 codifica la resistencia a trimetoprim (Rouch, 1989),
Tnb52 contiene el gen operdon bla que le confiere resistencia a penicilina
(Rowland, 1989) por la produccién de penicilinasa y Tn554 que contiene los
genes ermA para la resistencia a eritromicina y el gen spc que codifica la
resistencia a espectinomicina (Murphy, 1985). Los dos elementos mas
utilizados en la transferencia genética son Tn557 y Tn554. Tn554 se encuentra
con gran frecuencia en el cromosoma de S. aureus resistente a meticilina
(SARM) y se ha utilizado para el seguimiento epidemioldégico de clones
epidémicos SARM (Kreiswirth, 1990; Figueiredo, 1991; De Lancastre, 1994;
Dominguez, 1994).



2. Resistencia antibiética en S. aureus

2.1. Generalidades. Principales grupos de antibioticos con actividad
frente a S. aureus

Los antibidticos son farmacos utilizados para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas producidas por bacterias. Se caracterizan por que su
diana farmacoldgica no esta localizada en un determinado tejido del organismo
humano sino en una bacteria hospedada accidentalmente o permanentemente
en el hombre. Por lo tanto, la molécula del antibiético a utilizar debe ser por un
lado, lo mas tdxica posible para la bacteria diana de actuacién, y por otro lado

lo menos toxica posible para el hospedador de esta bacteria.

Los antibidticos pueden ejercer su accidon de forma bacteriostatica
(inhibiendo temporalmente el crecimiento de la bacteria) 6 bactericida
(destruyendo la viabilidad celular), mediante los siguientes procesos (Figura
2.1):

1- Inhibiendo la sintesis de la pared celular, como B-lactamicos y
glucopéptidos que actuan inhibiendo distintos procesos implicados en
la sintesis del péptidoglicano.

2- Inhibiendo la sintesis proteica, actuando a diferentes niveles en las
subunidades ribosomales 30S y 50S, como ocurre con los
antibidticos del grupo de los: aminoglicosidos, tetraciclinas,
macrolidos, lincosamidas, estreptograminas, cetélidos, cloranfenicol,
acido fusidico o mupirocina.

3- Bloqueando la sintesis de los acidos nucleicos, como sulfonamidas y
trimetoprim que actuan inhibiendo el metabolismo del acido fdlico,
quinolonas que interfieren en la sintesis de la replicacion del ADN por
inhibicion del ADN-girasa o rifampicina que afecta a la transcripcion

inhibiendo la ARN-polimerasa dependiente del ADN.



1. Inhibicion de la sintesis de la pared 3. Inhibicion de la sintesis de acidos
celular nucleicos
Ej. Olactamicos, glucopeptidos Ej. Rifampicina, quinolonas

Transcripcion \

\
PABA - r—\
a4 / -
. 3
Translacion

4. Inhibicion competitiva

2. Inhibicion de la sintesis proteica

Ej. Sulfonamidas, fimetoprim

Ej. Tefraciclina, aminoglucosidos,
macrolidos, lincosaminas, cetdlidos,
cloranfenicol, streptograminas,

ac. Fusidico, mupirocing.

Figura 2.1- Dianas de los antimicrobianos usados en el tratamiento de infecciones

estafilocécicas. PABA: acido paraaminobenzoico.

Merecen una mencion especial los mecanismos de accion de los
antibidticos p-lactamicos, del grupo antibiético compuesto por
macroélidos-lincosamidas-estreptograminas-cetolidos (MLSK) y de los
glucopéptidos (Jehl, 2004) y de la mupirocina:

Mecanismos de accion de los B-lactamicos: Los B-lactamicos
son los antibacterianos mas utilizados, tanto en la comunidad como en
el ambito hospitalario debido a sus cualidades: actividad bactericida,
eficacia, escasa toxicidad y amplio margen terapéutico. Son acidos
organicos, la mayoria son solubles en agua y se ionizan en solucién,
hecho que dificulta su difusion a través de las membranas. Actuan
sobre el peptidoglicano de la pared celular bacteriana, inhibiendo la
ultima etapa de su sintesis e induciendo su destruccion. Para ello, deben
llegar a su diana de actuacion, las PBPs o proteinas que se unen a las
penicilinas -penicillin binding proteins-, situadas en la parte externa de la

membrana citoplasmatica. La inactivacion de las PBPs se hace por formacion



de complejos covalentes con los B-lactamicos. Por lo tanto, el efecto de
un determinado B-lactamico depende de la afinidad que tenga por las
diferentes PBPs, ya que cada B-lactamico tiene una afinidad maxima
para una PBP concreta. Esta afinidad se define a concentraciones
bajas de antibiéticos, puesto que si se aumenta la concentracion,

pueden ser inhibidas otras PBPs.

Mecanismos de accién del grupo macrélidos-lincosamidas-
estreptograminas-cetolidos (MLSK): Los macrdlidos, lincosamidas y
estreptograminas son antibiéticos muy usados en el tratamiento de infecciones
estafilococicas. Actuan a nivel del ARN ribosomal 23S de la subunidad 50S del
ribosoma. Inhiben la fase de elongacion de la sintesis proteica por bloqueo de
la translocacién o de la transferencia peptidica.

Los cetdlidos son derivados de la eritromicina A, macrolido de 14 atomos de
carbono. El primer cetdlido comercializado, la telitromocina, actua por inhibicién
del ensamblaje de las subunidades 30S y 50S y por bloqueo de los péptidos,
por lo que inhibe igualmente la sintesis de proteinas.

Los macrdlidos y lincosamidas se consideran agentes bacteriostaticos. Las
estreptograminas A y B por separado son bacteriostaticos, mientras que en

conjunto son sinérgicos y actuan como bactericidas.

Mecanismos de accion de los glucopéptidos: La vancomicina,
glucopéptido propiamente dicho, y la teicoplanina, antibidtico
lipoglucopéptido, poseen un excelente actividad frente a bacterias
grampositivas. El mecanismo de accién de ambos farmacos consiste en
inhibir la sintesis de la pared bacteriana, impidiendo la polimerizacion del
peptidoglicano, mediante la formacién de un complejo con el precursor D-alanil-
D-alanina. Secundariamente alteran la permeabilidad celular y la sintesis de
RNA. Ejercen una rapida accién bactericida, pero sélo sobre bacterias en

crecimiento activo.

Mecanismos de accion de la mupirocina: La mupirocina es un
antibiotico tépico especialmente util en el control de la diseminacién hospitalaria

de S. aureus resistente a meticilina. Su accion se produce inhibiendo la sintesis



proteica de la bacteria mediante inactivaciéon competitiva del enzima isoleucil-
tRNA sintetasa (Morton, 1995; Yao, 1999). Tiene actividad bactericida cuando

actua a concentraciones elevadas.

S. aureus podria considerarse uno de los principales patégenos en
constante evolucidon ya que se adapta rapidamente a las diferentes condiciones
ambientales (Lowy, 1998), gracias a su capacidad de cambio, en la sensibilidad

a los antimicrobianos y en los factores que regulan su virulencia.

A medida que se van introduciendo nuevos antibiéticos, las bacterias
desarrollan diferentes mecanismos para neutralizarlos. En la tabla 2.1 se
resumen los mecanismos de resistencia mas importantes y los genes de

resistencia asociados en S. aureus (Paulsen, 1997; Projan, 2000).



Tabla 2.1- Mecanismos de resistencia a los antibidticos en S. aureus y genes asociados.

Diana Genes de Mecanismo de
Antimicrobian celular resistencia resistencia
B-lactamicos B-lactamasa blaZz Hidrdlisis enzimé'lticg del nucleo B-
lactamico
.............................................................. PBP2a . .........mecA . .. Bajaafinidad paraPBPs
_ _ aacA-aphD. aadA, Modificacion por acetiltransferasas,
Aminoglucésidos RNAr 30S aadD, adeniltransferasas o
aadD, aphA, aphC, alteracién ribosomal de las
............................................................................................................. spC, StrA. ..........Jfosfotransferasas .
Cloranfenicol RNAr 50S cat Modificacién por acetiltransferasa

Mutaciones en los genes de la DNA
Fluoroquinolonas DNA girasa gyr,/;\o/ri\yrB wiacl girasa, Bor%]bas de
HIA (6 parC) expulsién, Mutaciones en el gen de la
g p DNA topoisomerasa IV

. Sintesis del acido Modificacién por una glutatione-S-
Fosfomicina N-acetil fosB transferasa
muramico
- - Factor de Alteracion en el factor de elongacion G
Acido fusidico elongacion G fusAfusB / disminucion de la
permeabilidad
soti Complejos D-Ala-  Desconocido Secuestro por la pared celular
Glucopéptidos D-Ala vanA p p
31 Metilacion del RNAr.
I_Macrolld_os, RNAr 50S ermA, ermB, ermC, )
......... incosamidas e TSPA ... .BOmbaS de expulsion
Mupirocina Isoleucil-RNAt- mupA Produccion de una isoleucil-RNAt-
............................................................ sintetasa. ..o SIDIETASA . MOdificada.
Rifampicina Subunidad 3 de la rif Alteraciones en la RNA polimerasa

RNA polimerasa

Sobreproduccion de acido p-

Sulfonamidas ~ Sintesis de &cido SUIA , .
tetrahidrofélico aminobenzoico
Tetraciclinas RNAr 30S tetA(K)/ Bombas de expulsion
tetA(L) Proteccion ribosomal
tetA(M)
Trimetoprim Sintesis del acido dfrA Bypass, por una dihidrofolato
tetrahidrofélico reductasa

Las bacterias pueden adquirir resistencia a los antibidticos, mediante
mutacidon de sus genes O por adquisicion de genes resistentes de otras

bacterias ¢ virus. Esta “transferencia” puede ser por transduccion 6 por



transformaciéon cuando el intercambio genético se realiza entre bacterias de la
misma especie 6 de especies geneticamente muy proximas, y por conjugacion
cuando se intercambian genes entre diferentes especies, a través de

transposones y plasmidos conjugativos.

2.2. Evolucioén de la resistencia antibiética en S. aureus

S. aureus fue el primer microorganismo en poner de manifiesto la
resistencia a los antimicrobianos y ser capaz de desarrollar multiples
mecanismos, intrinsecos o adquiridos, que le han ido confiriendo resistencia a
la mayoria de los antimicrobianos adecuados para el tratamiento de la infeccién
estafilococica.

En los primeros afios de la década de 1940 se introduce de forma
terapéutica la penicilina en el tratamiento de las infecciones estafilocécicas.
Poco tiempo después, se empiezan a describir aislamientos de S. aureus con
resistencia a penicilina debido a la produccion de betalactamasas (Barber,
1947).

Durante la década de los afios 1950, a medida que se iban adquiriendo
resistencias a los antibiéticos conocidos, se fueron introduciendo en la practica
clinica nuevos antibidticos. Asi, en 1957, muchas cepas de S. aureus
presentaban resistencia multiple a penicilina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol y eritromicina (Shanson, 1981).

En 1959 se introduce la meticilina, una penicilina semisintética que
resiste la accién de la betalactamasa que degrada la penicilina. Esta nueva
droga permite volver a tener un control sobre las infecciones por S. aureus. Sin
embargo, ésta nueva situacion va a durar poco, ya que en 1961 aparecen las
primeras cepas resistentes a meticilina aisladas en Inglaterra por Jevons y
Knox (Jevons, Knox, 1961). Dos afos después aparece el primer brote
epidémico de infeccion nosocomial por S. aureus resistente a meticilina
(SARM) en el Reino Unido (Stewart, 1963) Estos aislamientos de S. aureus
resistentes a meticilina presentan resistencia intrinseca a todos los -
lactamicos, incluidas las cefalosporinas y carbapenemes.

La resistencia de S. aureus a aminoglucésidos parece estar relacionada

en su inicio con el uso toépico. Los primeros aislamientos resistentes a este



grupo de antibidticos se detectaron en 1959 en Estados Unidos y es en los
afos 70 cuando aparecen los primeros casos en Europa (Crossley, 1979).

A finales de los afos 80 se encuentran cepas de S. aureus que
combinan la resistencia a meticilina con la resistencia a otros muchos grupos
antibiéticos incluyendo cloranfenicol, tetraciclina, macrdlidos, lincosaminas,
aminoglucodsidos y fluoroquinolonas (Schaefler, 1989). En la ultima década se
han documentado casos de S. aureus con sensibilidad disminuida a
glucopéptidos (Hiramatsu, 1997) y recientemente se han descrito casos en
Estados Unidos de cepas de S. aureus con resistencia de alto nivel a
vancomicina (CDC, 2002; Chang, 2003; CDC, 2004; Tenover, 2004).

2.3. Resistencia a meticilina en S. aureus

Generalidades. Penicilinas semisintéticas

Los antibidticos B-lactdmicos constituyen uno de los grupos mas
importantes dentro de la terapéutica antiinfecciosa, puesto que contindan
siendo el tratamiento de primera eleccion en numerosos procesos infecciosos.
Su descubrimiento se debe a Fleming quien en 1928 denomind Penicilina a la
sustancia producida por un hongo, Penicillum notatum, que provocaba la lisis
de diferentes especies de Staphylococcus (Fleming, 1929).

La familia de los antibidticos [B-lactamicos se define quimicamente por la
presencia de un anillo betalactamico, que en si mismo carece de actividad
antimicrobiana necesitando ser activado por otros radicales para que pueda
unirse a las dianas donde ejerce su accion (PBPs) (Neuhaus, 1992). La
naturaleza de los radicales esenciales que se unen al anillo betalactamico
define las diferentes clases o grupos de antibidticos betalactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas, carbapenamas, e inhibidores  de

betalactamasas).

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos de origen natural y
semisintético, que tienen un nucleo base comun que es el acido 6-
aminopenicilanico (6-APA) (figura 2.2). Posee una cadena lateral (R) en la

posicibn 6 que varia de unas penicilinas a otras y es la que define sus



propiedades farmacocinéticas, el espectro, la actividad y la resistencia a

betalactamasas.

oo

\ ) \ J

Anillo B- Anillo

Figura 2.2- Estructura quimica del acido 6-aminopenicilanico, formado por el anillo B-

lactamico, el anillo de tiazolidina y la cadena lateral (R).

La primera penicilina natural, la penicilina G o benzilpenicilina, se obtuvo
en 1929 del hongo Penicillium chrysogenum y se introduce de forma
terapéutica en la década de los 40 para el tratamiento de infecciones
estafilococicas (Abraham, 1941), pero su actividad fue rapidamente anulada
por la capacidad de los estafilococos para producir penicilinasas o
betalactamasas, enzimas que hidrolizan el anillo betalactamico inactivando los
antibioticos betalactamicos (Kirby, 1944).

Con objeto de evitar la accion degradativa de la penicilinasa, se modific
la estructura quimica del 6-APA mediante la agregacion de distintas cadenas
laterales, lo que permiti6 desarrollar un nuevo grupo de antibioticos [3-
lactdmicos, las penicilinas semisintéticas. La primera de este grupo es la
dimetoxibenzil penicilina o meticilina cuya cadena lateral la hace resistente a la
accion hidrolitica de la betalactamasa estafilocdcica. Presenta el inconveniente
de que es inestable al pH gastrico y requiere administracion parenteral, por lo
que posteriormente se fueron sintetizando nuevos compuestos acido-estables

como la oxacilina, cloxacilina y flucloxacilina.
Mecanismos de resistencia en S. aureus

Se han descrito diferentes tipos de mecanismos de resistencia de S.

aureus a los B-lactamicos, muchas veces relacionados entre si:
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- Resistencia mediada por B-lactamasas: La resistencia se debe a la
produccion de una penicilinasa plasmidica, inducible, que inactiva la penicilina
G, las carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas. El mecanismo de induccién
consiste en que la penicilina y sus analogos favorecen la produccion de una
proteina antirrepresora que, al inhibir el gen represor de la betalactamasa (gen
blal), aumenta la sintesis de penicilinasa (Imsade, 1978). Esta penicilinasa es
inactivada por los inhibidores de [B-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam,
tazobactam). Las cefalosporinas no son hidrolizadas.

- Fenémeno de tolerancia: Afecta a todos los B-lactamicos. Implica que
para la lisis y muerte del microorganismo se requieren concentraciones de
antibiético mucho mas elevadas que para la inhibicion de su crecimiento.
Significa una disminucion de la actividad autolitica por exceso de inhibidor de
autolisinas, lo que conlleva un efecto bactericida mas lento (Sabath, 1977). Se
desconoce su base genética.

- Resistencia a la meticilina: La meticilina es una penicilina
semisintética que resiste la accion de la betalactamasa que degrada la
penicilina. La resistencia a meticilina implica resistencia intrinseca a todos los
B-lactamicos, incluidas cefalosporinas y carbapenemes. Puede ser debida a
varios mecanismos, en funciéon de que contengan o no el gen mecA.

Modificacién de la diana

El mecanismo de resistencia a meticilina fue descubierto en 1981 con la
identificacion de alteraciones en la afinidad de las proteinas que se unen a las
penicilinas o PBPs -penicillin binding proteins- en SARM (Hayes, 1981;
Hartman, 1981).

Las PBPs son enzimas localizados en la membrana bacteriana que
catalizan las reacciones de transpeptidacion del peptidoglicano durante la
sintesis de la pared celular (Berger-Bachi, 1994, Guysen, 1994). Las cepas de
estafilococos se caracterizan por producir al menos cuatro PBPs (PBP1, PBP2,
PBP3, PBP4) (Chambers, 1994) que son inhibidas por los beta-lactamicos,
incluida la meticilina. Las cepas SARM ademas de sintetizar estas proteinas, se
caracterizan por desarrollar una PBP de baja afinidad por los antibiéticos beta-
lactamicos, denominada PBP 2a 6 PBP 2°. Esto permite que cuando las PBPs
1, 2, 3 y 4 estan inhibidas por la presencia de meticilina, la PBP2a continua

activa manteniendo la sintesis de la pared celular (De Lencastre, 1991). La



PBP2a difiere del resto de PBPs en que en su lugar activo se bloquea la union
a cualquier beta-lactamico, pero permite que la reaccion de la transpeptidacion
continue su proceso (Lim, 2002). Las cepas de S. aureus que son resistentes a
meticilina por este mecanismo, lo son también a todos los beta-lactamicos,

incluyendo las penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monobactamicos.

Gen mecA

El determinante genético de resistencia a meticilina es el gen mecA, de
localizacion cromosomica, que codifica la sintesis de la PBP2a (Hartman, 1984;
Ubukata, 1985; Chambers, 1985; Chambers, 1987). Esta secuencia cuenta con
dos genes reguladores: el gen mecR1 6 gen regulador de la sefal de
transduccion del gen mecA y el gen mecl, que codifica la proteina represora de
la transcripcion del gen mecA (Figura 2.2) (De Lencastre, 1994). La
transcripcion del gen mecA se produce cuando el beta-lactamico llega a la
célula y se une al receptor-dominio de unidn a penicilina de la membrana
citoplasmatica codificado por el gen mecR1, desencadenando una sefial que
induce a la proteasa autocatalitica a unirse a mecl, el cual esta bloqueando la
region operadora de mecA. De ésta manera queda libre el operador de mecA
siendo posible la expresion de PBP2a (Zhang, 2001; Archer, 2001; Hiramatsu,
2001).

Tn554
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Figura 2.2- Representacion de un fragmento del DNA cromosémico de SARM con los

5’

siguientes elementos: region reguladora del gen mecA compuesta por los genes
mecl y mecR1, plasmidos (pUB110), secuencias de insercion (1S431),
transposones (Tn554) y genes cromosomicos de las recombinasas A y B (ccrA,

ccrB)
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Se han descrito otros genes de naturaleza cromosdmica que no estan
comprendidos en el gen “mec” y que son esenciales para la expresion
fenotipica de la resistencia. Son los denominados genes “fem” A-F (factores
esenciales para la expresion de la resistencia a meticilina), estan tanto en las
cepas de S. aureus sensibles como en las resistentes (Berger-Bachi, 1989; De
Lencastre, 1994) y los genes chr. Estos ultimos son genes cromosomicos
cuyas mutaciones conllevan una resistencia de alto nivel a meticilina en
presencia de PBP2a y que difieren del operon femAB. Hasta el momento se
desconoce su posicion dentro del cromosoma (Riffel, 1994; Stranden, 1996).
Katayama et al. han realizado algunos trabajos en los que describen que la
resistencia de alto nivel a los B-lactamicos es mas elevada cuanto mayor es el
numero de mutaciones que se producen en el gen mecA y en su secuencia
reguladora, mientras que las mutaciones cromosémicas, en una zona ajena a

éstos genes, juegan un papel mucho menor (Katayama, 2004).

El gen mecA se encuentra distribuido, de forma amplia, tanto entre S.
aureus como entre otras especies de estafilococos coagulasa-negativa
resistentes a meticilina. Se han descrito distintas hipétesis sobre el origen del
gen mecA, fragmento de DNA de 2.1 Kb, en un principio se pensé que podria
haberse originado de una especie estafilococica distinta de S. aureus (Beck,
1986; Berger-Bachi, 1994), posteriormente se sugirid la hipotesis de que
pudiese haber sido adquirido de algunas especies de estafilococos coagulasa
negativos (Archer, 1994). Algunos estudios han encontrado una homologia del
88% entre el gen mecA de S. aureus y el gen mecA de S. sciuri (Couto, 1996;
Wu, 1996). In vitro se ha comprobado que el mecA de S. sciuri al introducirlo en
S. aureus, participa en la sintesis de su pared celular produciendo resistencia
de alto nivel a los B-lactamicos (Severin, 2005). También se ha demostrado in
vivo la transferencia del gen mecA desde S. epidermidis a S. aureus (Wielders,
2001).

Existen dos teorias basicas para explicar la evolucion del gen mecA en
cepas de S. aureus y la extension de éste entre distintas lineas filogenéticas
bacterianas. Inicialmente, se sugiri6 que las cepas contemporaneas de SARM
derivaban de unos pocos clones en los que se habia integrado el gen mecA 'y

que habian seguido lineas evolutivas distintas (Kreiswirth, 1993). Estudios mas
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recientes ponen en evidencia, sin embargo, que el gen mecA se ha transferido
entre distintas lineas genéticas de S. aureus, pudiendo decirse que la
transferencia horizontal del gen mec ha sido de gran importancia en la
evolucion de SARM (Enright, 2000; Enright 2002; Wielders, 2002; Hiramatsu,
2004). En este sentido, los resultados obtenidos de estudios realizados
mediante analisis de multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) (Musser, 1992),
multilocus sequence typing (MLST) (Enright, 2002) y electroforesis en campo
pulsétil (PFGE) estan a favor de una transferencia horizontal del mecA entre

cepas pertenecientes a lineas genéticas diferentes (Hanssen, 2004)

Staphylococcal cassette chromosome mec

El gen mecA forma parte de una estructura de cassette en el
cromosoma estafilococico denominada SCCmec (Staphylococcal Cassette
Chromosome Mec) (Ito, 1998; Katayama, 2000). EI SCCmec es un elemento
genético movil, insertado en el cromosoma de SARM en una localizacion
especifica, en el extremo 3" del fragmento de lectura abierta (ORF) orfX cuya
funcion es desconocida, por el momento. (Ito, 1999; Kuroda, 2001; Baba, 2002).
Su movilidad se debe a la presencia de dos genes especificos unicos, ccrA y
ccrB, que codifican las denominadas recombinasas del cassette cromosémico
A y B. Estas son recombinasas polipeptidicas, homoélogas con las
recombinasas de la familia invertasa/resolvasa, y son las responsables de la
integracion y escision cromosoémica del SCCmec (lto, 1999; Ito, 2001;
Katayama, 2000).

Se han descrito distintos tipos de SCCmec en funcion de las
caracteristicas de los genes ccr y secuencias adyacentes, asi como de la
secuencia de la zona mec y sus genes reguladores. También se diferencian
segun los determinantes genéticos adquiridos como resultado de la integracién
de plasmidos y transposones (Ito, 2001). Hasta el momento, se han descrito
cinco tipos de SCCmec (I-V) y un determinado numero de variantes ¢ subtipos
(IA, 1A, 1B, IVA, IVB, IVC) (Ito, 2001; Oliveira, 2001; Ma, 2002; Okuma, 2002;)
clasificados en base a la secuencia de la region J (junkyard), siendo siete las
ultimas variantes descritas (lIA, IIB, IIC, IID, IIE, IVE y IVF) (Shore, 2005). Los
diferentes tipos varian en la composicion genética y en el tamafio (de ~ 20Kb a
68KDb) (Ito, 2004) (Figura 2.3).
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- Tipo | SCCmec: Comienza su diseminacion entre las cepas de SARM
en los anos 60, en Inglaterra, coincidiendo con el principio de la era antibidtica.
Tiene un tamano de 34Kb. Esta formado por el complejo de genes ccr tipo 1
(ccrA1, ccrB1) y el complejo mec clase B (mecA, mecR1 y una copia cortada
de la secuencia de insercién 1S1272). También contiene la insercion 1S431. No
posee ningun gen de resistencia excepto el mecA.

- Tipo Il SCCmec (53 Kb): Se aisla en 1982 y es frecuente entre las
cepas de SARM de Japon, Corea y EEUU (Hiramatsu, 2001). Comprende el
complejo de recombinasas tipo 2 (ccrA2, ccrB2), el complejo mec clase A (mecl,
mecR1, mecA), la insercion 1S431, el plasmido pUB110 y el transposén Tn554.

- Tipo 1l SCCmec (67 Kb): Se ha descrito en los paises europeos,
Arabia Saudi, India, Singapur, Hong Kong, Australia y Nueva Zelanda (lto,
2001). Lo componen el complejo de recombinasas tipo 3 (ccrA3, ccrB3), el
complejo mec clase A, Tn554, pT181, pl256 y las secuencias de insercion
IS431 y 1S256. También contiene una copia cortada de genes ccr situada entre
dos elementos 1S431, esto sugiere la posibilidad de que el tipo Il SCCmec
pueda derivar de la fusion en el pasado de dos elementos SCC (Ito, 2001).

Los tipos Il y Il SCCmec se encontraban en las cepas dominantes de los afios
1980, caracterizadas por contener multiples genes de resistencia antibidtica.

- Tipo IV SCCmec (21-24 Kb): contiene el complejo de genes ccr tipo 2
(ccrA2, ccrB2), el complejo mec clase B y la insercién 1IS1272. Es el elemento
mas pequeno, lo que le confiere mayor movilidad genética y no lleva factores
de virulencia ni genes adicionales de resistencia para otros antibiéticos que no
sea meticilina (Ma, 2002). Esta caracteristica también ocurre en un rango mas
amplio de grupos genéticos de SASM, sugiriendo que ha sido heterélogamente
transferido de otras especies estafilococicas (Okuma, 2002). Posiblemente,
estas mismas caracteristicas hacen que el SCCmec tipo IV se encuentre
asociado a cepas SARM adquiridas en la comunidad (Daum, 2002; Okuma,
2002). Sin embargo, esta asociacidn no es unica, en un estudio reciente
realizado en Brasil en 151 hemocultivos de SARM, se describe que aunque el
tipo IV es mas frecuente entre los SARM adquiridos en la comunidad, también
se encuentra entre las cepas de adquisicion hospitalaria, ya que el 95% de las

cepas estudiadas con origen nosocomial eran tipo IV (De A Trindade, 2005).
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- Tipo V SCCmec 6 “New Type” (28 Kb): a diferencia de los otros tipos
este posee un nuevo gen cc denominado ccrC. Se ha encontrado en Australia
en un pequefio numero de cepas SARM de origen comunitario y aun esta en
investigacion (Okuma, 2002; Ito, 2004).
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Figura 2.3- Representacion de los diferentes tipos de SCCmec. Los distintos tipos de
SCCmec se diferencian por las caracteristicas del complejo ccr y del complejo
mec. EI SCCmec tipo | esta formado por la asociaciéon del ccr tipo 1 con el
complejo mec clase B (mecR1-mecA —1S1272); El tipo IlI: ccr tipo2 y el complejo
mec clase A (mecl-mecR1-mecA); Tipo lll: ccr tipo 3 y complejo mec clase A; tipo

IV: ccr tipo 2 y complejo mec clase B.

Los tipos mas pequefios, SCCmec |, IV y V, contienen sélo genes
reguladores para resistencia a meticilina, por el contrario los tipos SCCmec Il y
[l llevan elementos de transposicion y genes que codifican resistencia a
antibidticos no beta-lactamicos (Ma, 2002; Ito, 2004). Asi, el Tn554 codifica

resistencia a eritromicina y espectinomicina y yTn554 a cadmio. En cuanto a
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los plasmidos, el pUB110, codifica resistencia a kanamicina-tobramicina y
bleomicina y pT181 contiene genes de resistencia a tetraciclinas y a mercurio
(Ito, 2001).

El origen del SCCmec no se conoce aunque hasta ahora no se ha
encontrado en ninguna otra especie de otro género que no sea estafilococico.
La presencia de la secuencia de insercion 1S1272 prevalente en S.
haemolyticus, en los tipos | y IV SCCmec de S. aureus hace pensar en la
posibilidad de que, en el pasado, el tipo | SCCmec haya sido transferido de S.
haemolyticus a S. aureus (Archer, 1996). El gen pls que forma parte del tipo |
SCCmec en el S. aureus, también se ha visto que se encuentra en el S. sciuri
(Juuti, 2005), lo que contribuye a evidenciar que se produce un constante
intercambio genético entre especies estafilococicas. Katayama et al han
realizado estudios con S. hominis y el SCCmec de S. aureus (Katayama, 2003)
para probar la hipétesis de que existe una familia de elementos genéticos
moviles (SCCs) que servirian para transferir informacién genética entre
especies estafilococicas y que el SCCmec estaria especializado para transferir

la resistencia a meticilina (Ito, 1999).

Estudios realizados por Oliveira et al. sobre la evolucién de clones
pandémicos en Europa, con la identificacion al menos de cinco lineas genéticas
divergentes de SARM, junto con la evidencia de cuatro tipos mayores de
SCCmec en cepas de SARM con un fondo genético comun, han sugerido que
la aparicién de clones epidémicos de SARM se debe en parte al resultado de la
transferencia horizontal del gen mec, junto con la capacidad de adaptarse a
nuevos contextos genéticos, como puede ser la transmision eficiente de clones
de SASM (Oliveira, 2001; Oliveira, 2002).

Otros estudios genotipicos basados en analisis de secuencias, MLST
(multilocus sequence typing), también evidencian que el SARM ha surgido de
multiples adquisiciones del gen mec dentro del S. aureus (Enright 2000, Enright
2002).
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Resistencia a meticilina no mediada por el gen mecA

Se han descrito otros mecanismos de resistencia a meticilina en cepas
que no son portadoras del gen mecA y que se asocian a CMIs de meticilina
entre 8 y 16 ug/mL (Jehl, 2004). Estos mecanismos son los siguientes:

- Hiperproduccion de penicilinasa, son las denominadas cepas
BORSA (borderline S. aureus). Sintetizan una cantidad importante de
B-lactamasa y no tienen ni el gen mecA ni la PBP2a. En estas cepas
la sensibilidad a la oxacilina puede recuperarse cuando se asocia con
un inhibidor de B-lactamasa, siendo éste el mejor método para su
deteccion fenotipica. No suelen presentar resistencia asociada a otros
grupos antibiéticos (McDougal, 1986)

- Determinadas cepas parecen producir una meticilinasa capaz de
hidrolizar la meticilina en ausencia del gen mecA, pero su relevancia y el gen
responsable no estan claramente establecidos (Massidda, 1996)

- Modificacion de las PBPs habituales en S. aureus, son las cepas
MODSA (modified S. aureus), cepas resistentes de bajo nivel a la oxacilina y no
productoras de [(B-lactamasa. Estas cepas presentan una modificacion
en la afinidad de sus PBPs normales frente a los [B-lactamicos, ello
puede ser debido a la hiperexpresién de alguna de estas PBPs o la
consecuencia de mutaciones genéticas que alteren la afinidad de la proteina

final por el antibidtico (Sierra-Madero, 1988; Tomasz, 1989).

En la tabla 2.2 se representan los distintos fenotipos de resistencia a los

B-lactamicos.
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Tabla 2.2- Fenotipos de resistencia adquirida de los estafilococos a los B-lactamicos.

Penicilina G, Penicilina +
Cefalosporinas
Mecanismo Carboxipenicilina Inhibidor de Oxacilina
Carbapenems
Ureidopenicilina pB-lactamasa
Salvaje S S S S
Penicilinasa R S S S
" Modificacién de las
R R R R
PBP, gen mecA
BORSA (raro) R S/R R S
MODSA (raro) S S R S

BORSA: borderline S. aureus; MODSA: diana modificada en S. aureus.

Aunque aun esta por determinar la frecuencia relativa de cada uno de
los tipos de resistencia, se puede dar la posibilidad de que en una misma cepa

de SARM coexistan distintos mecanismos (Chambers, 1989).

2.4. Resistencia a los antibiéticos del grupo macroélidos-

lincosamidas-estreptograminas-cetélidos (MLSK)

Caracteristicas generales de los antibiéticos del grupo MLSK

Los macrdlidos, con las lincosamidas, las estreptograminas y los
cetdlidos constituyen el grupo de antibiéticos denominado MLSK. A pesar de
tener estructuras quimicas diferentes, poseen mecanismos de accion y de
resistencia e indicaciones clinicas semejantes (San Roman, 2003).

Los macrdlidos son antibidticos de naturaleza lipidica obtenidos del
género Streptomyces y Micromonospora. Su estructura quimica consiste en un
anillo lactonico macrociclico unido por un enlace glucosidico a desoxiazucares
aminados. El numero de atomos de carbono del anillo lactonico permite
clasificar los macrélidos en 3 grupos: macrolidos de 14 atomos (eritromicina),
de 15 atomos (claritromicina, azitromicina), de 16 atomos (espiramicina,

josamicina). El antibiético tipo es la eritromicina. Esta formada por una mezcla
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de compuestos, de los cuales la eritromicina A es el mas representativo (San
Roman, 2003; Sabada, 2004).

Las lincosamidas incluyen dos antibidticos: la lincomicina y su derivado
clorado, la clindamicina, se utiliza en clinica por su mejor biodisponibilidad y
mayor actividad. Desde el punto de vista quimico estan constituidos por un
acido aminado y un azucar unidos por una amida (San Roman, 2003; Sabada,
2004).

Las estreptograminas son antibiéticos producidos por diferentes
especies del género Streptomyces. Los dos componentes son la quinupristina
(estreptogramina B) y la dalfopristina (estreptogramina A), derivados solubles
semisintéticos. Quimicamente no estan relacionadas pero actuan de forma
sinérgica. La estreptogramina A es una macrolactona poliinsaturada y la
estreptogramina B un hexapéptido ciclico (Nadler, 1999).

Los cetdlidos son una nueva familia de antibidticos semisintéticos
derivados de eritromicina A que han sustituido uno de los azucares por un
grupo ceto (Balfour, 2001). La pérdida del azucar determina que la molécula
sea menos sensible al pH acido y al desarrollo de los mecanismos de
resistencia bacteriana. Actualmente el unico componente comercializado es la

telitromicina.

Mecanismos de resistencia en S. aureus

La resistencia en este grupo de antibidticos puede producirse por cuatro
mecanismos (Leclercq, 1991; Leclercq, 2002):

a) Modificacion y alteracion de la diana (RNA ribosomal 23S): por la
accion de metilasas codificadas por genes erm (A, By C, y en menor
frecuencia F e Y). Es el mecanismo de resistencia mas frecuente. Los genes
ermA y ermB son cromosOmicos y se encuentran en los transposones, Tn554
y Tn551 respectivamente, mientras que el gen ermC se localiza en un plasmido,
pMS97, que esta presente en S. aureus (Matsuoka, 1998). La presencia de
genes erm confiere resistencia cruzada a macrdlidos, lincosamidas vy
estreptograminas del grupo B, constituyendo el fenotipo MLSg constitutivo o
inducible. En el fenotipo MLSg constitutivo la cepa es resistente a todos los
macrdlidos (con anillo de 14, 15 o 16 atomos), a las lincosamidas, a los

cetdlidos y a las estreptograminas B. Las estreptograminas A no estan
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afectadas por lo que la asociacion de ambos permanece activa. El fenotipo
MLSg inducible es el mas frecuente, la resistencia afecta a macrélidos de 14 y
15 atomos, pero no a los de 16 atomos, lincosamidas, cetdlidos y
estreptograminas.

b) Expulsién activa del antimicrobiano “bombas de flujo”: codificada por
los genes msrA, msrB, erpA, vgaA y vgaB. Los genes msrA confieren
resistencia a macrolidos de 14 y 15 atomos y a estreptograminas dando lugar
al fenotipo MSg. Estos genes se encuentran en un plasmido, Pul5050 (Ross,
1990). Cuando la resistencia a eritromicina es mediada por msrA, la resistencia
inducible a clindamicina no se produce.

c) Inactivacion del antibidtico: genes InuA, vatA, vatB, vatC, vgbA, vgbB.
El gen InuA confiere resistencia a lincosamidas y los genes vat y vgb a
estreptograminas.

d) Modificacion de la diana por mutacién del RNAr 23S y/o de proteinas
ribosomales.

Estos ultimos mecanismos de resistencia son muy poco frecuentes.

2.5. Resistencia a glucopéptidos

Caracteristicas generales de los glucopéptidos

Los glucopéptidos son farmacos de espectro reducido, quimicamente no
se relacionan con ningun otro grupo de antibidticos. Son moléculas de
estructura compleja que contienen un heptapéptido como estructura central.
Sus diferencias residen en el primer y tercer aminoacido de la estructura
heptapeptidica, los otros 5 aminoacidos son aromaticos y comunes a todos los
glucopéptidos (Pigrau, 2003).

Los principales componentes que integran este grupo son vancomicina y
teicoplanina.

La vancomicina producida por Streptomyces orientalis, fue aislada en
1950 pero hasta 1958 no fue introducida en la practica clinica. Su uso estuvo
limitado en el pasado ya que presentaba importantes efectos toxicos.
Posteriormente se redujo la toxicidad de la vancomicina y se introdujo en el
mercado un segundo glucopéptido, la teicoplanina, producido por Actynoplanes

teichomycetus, que posee escasos efectos tdxicos y es de facil administracion.



Ambos farmacos presentan una actividad similar frente a S. aureus (CMlgp 1-2
pg/ml) (Cabeceran, 1999).

Los puntos de corte establecidos para la vancomicina en S. aureus
segun el Centers for Disease Control and Prevention (CDC) son, CMI 8-16
pg/ml se considera intermedio a vancomicina, y los aislamientos con CMI 232
pMg/ml son resistentes a vancomicina. El Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, anteriormente National Comittee for Clinical Laboratory
Standards) recomienda considerar sensibles los aislamientos de S. aureus con
CMI a vancomicina de 4 ug/ml, mientras que el CDC recomienda estar alerta
con estas cepas, ya que son las precursoras de los VISA y deben considerarse
potencialmente intermedias.

La vancomicina se ha considerado el principal soporte de
tratamiento para cepas de S. aureus resistente a meticilina durante
mas de 40 anos, pero su uso excesivo ha llevado a la apariciéon de
cepas SARM intermedias a vancomicina (VISA) y resistentes a
vancomicina (VRSA) (Appelbaum, 2006). Ya en 1998, Kirst describe
como el aumento en el uso de la vancomicina para tratar las infecciones
causadas por estafilococos resistentes a meticilina es la causa que precede a
la aparicion de estafilococos con resistencia intermedia a vancomicina (Kirst,
1998). La primera resistencia estafilocécica a vancomicina fue descrita en una

cepa de Staphylococcus haemolyticus (Schwalbe, 1987).

Staphylococcus aureus con resistencia heterogénea a
vancomicina (VISA-heterorresistente) y Staphylococcus
aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA).

La posibilidad de que SARM adquiriese un mecanismo de resistencia a
la vancomicina fue demostrada en el laboratorio (Noble, 1992) al estudiar la
resistencia de los glucopéptidos en enterococos y conseguir la transferencia del
plasmido vanA de E. faecalis a S. aureus. La posibilidad de que esto ocurriese
en la clinica ha creado una gran preocupacion en la comunidad cientifica.

En 1996 en Japdn, se aisla la primera cepa de S. aureus con
heterorresistencia a vancomicina (hetero-VISA) en un paciente con infeccion
por SARM que no respondia al tratamiento con vancomicina (Hiramatsu, 1997).

La cepa hetero-VISA (Mu3) presenta una CMI <4 ug/ml, pero posee
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subpoblaciones resistentes que pueden crecer en presencia de
concentraciones >4 pg/ml de vancomicina (Hiramatsu, 1998). La importancia
potencial de las cepas hetero-VISA es que pueden estar asociadas con
tratamientos fallidos con glucopéptidos y ser precursoras de VISA. La evidencia
de que una cepa hetero-VISA evolucionase a VISA durante el curso de una
infeccion fue descrita en Nueva York (Sieradzki, 1999). El significado clinico de
heterorresistencia a vancomicina esta todavia en investigacion.

En mayo de 1996 en Japon, un nifio de 4 meses que habia sido
sometido a cirugia cardiaca desarrollé una infeccion de la herida quirurgica con
presencia de SARM. La evolucion clinica fue desfavorable a pesar del correcto
tratamiento con vancomicina. Esta cepa de SARM (Mu50) presenté una CMI a
vancomicina de 8 ug/ml y carecia de los genes vanA y van B, por lo que se
sospechd que se trataba de un mecanismo de resistencia intrinseco, por un
incremento en la sintesis de la pared celular (Hiramatsu, 1997). Este
aislamiento produjo un gran impacto en el mundo cientifico por tratarse de la
primera cepa clinica descrita con estas caracteristicas.

Posteriormente, en julio de 1997, se aislé en Michigan una nueva cepa VISA en
un paciente sometido a dialisis peritoneal ambulatoria que sufrié una peritonitis
(CDC, 1997). Un mes mas tarde, una tercera cepa VISA se identificé en la
sangre de un paciente de New Jersey (CDC, 1997). Sucesivamente se fueron
publicando casos similares en diferentes paises del mundo (Smith, 1999; Ariza,
1999) lo que implica la posibilidad de diseminacién de estas cepas con el
consiguiente problema terapéutico (Linares, 2001) y su eventual escalada hacia

una resistencia completa a vancomicina.

La resistencia a vancomicina (CMI 232 ug/ml) en S. aureus es muy rara,
por el contrario las cepas VISA y/o hVISA son mas frecuentes, siendo la
prevalencia de hVISA mas alta que la prevalencia de VISA. La prevalencia de
hVISA en el mundo oscila entre 0,5%-20% de SARM (Walsh, 2002) segun el
area geografica. En Europa se encuentra entre 0-5%, siendo mas frecuente en
determinados paises como Francia (Reverdi, 2001), Alemania (Geisel, 1999),
Italia (Marchese, 2000), Holanda (van Griethuysen, 2003), Espafa (Ariza,
1999) y Reino Unido (Aucken, 2000); En Asia oscila entre 0-20%, destacando
en Hong-Kong (Wong, 1999), Jap6n (Hiramatsu, 1999; Furuya, 2001), y Korea
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(Kim, 2002); En Sud-América la prevalencia es de 3%, en Brasil (dos Santos,
2000); y en Norte-América oscila entre 0-3%, en EEUU (Hubert, 1999).

Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA).

Recientemente, en el afno 2002, se aislaron en EEUU cuatro casos de
infeccion por Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) con
CMis de 1024 pg/ml, 32 pg/ml, 64 pg/ml y 256 ug/ml respectivamente. Ello ha
creado una gran preocupacién, ya que las cuatro cepas presentaban una
resistencia completa a la vancomicina, diferente mecanismo de transmision y
no tenian ninguna relacion epidemiolégica. El primer aislamiento fue descrito
en Michigan en junio de 2002 y se aislé en un catéter de un paciente de 40
afios con diabetes, enfermedad vascular y fallo renal crénico. Previamente, el
paciente habia sido tratado con vancomicina por una ulcera crénica en el pie.
En el mismo sitio de la infeccion se aislé también una cepa de Enterococcus
faecalis resistente a vancomicina (CDC, 2002). El segundo aislamiento VRSA
se aislo tres meses mas tarde en Pensilvania procedente de una ulcera cronica
en el pie de un paciente de 70 afos con obesidad mérbida hipertensiva, que no
habia recibido tratamiento con vancomicina desde hacia 5 afios (CDC, 2002;
Tenover, 2004). Ambas cepas de S. aureus eran portadoras del gen vanA (Liu,
2003; Chang, 2003). El tercer aislamiento VRSA se aisl6 en Nueva York, en
marzo de 2004 en la orina de un paciente ingresado en la unidad de larga
estancia (CDC, 2004). En este paciente también se aislaron cepas de
enterococo resistente a vancomicina. Una cuarta cepa de VRSA ha sido
descrita en marzo 2005 en Michigan, aislada en una herida gangrenosa de un
paciente de 78 afios con historia previa de diabetes, enfermedad vascular y
afectacion renal. Anteriormente habia recibido tratamiento con vancomicina
debido a un reemplazamiento valvular. Aunque en la herida también se aislo E.
faecalis sensible a vancomicina, en el screening de frotis rectal se hallé un E.
faecalis resistente a vancomicina (Rudrick, 2005).
En 1992 se demostrd in vitro que el gen vanA de los enterococos podia
transferirse por conjugacion a S. aureus (Noble, 1992). Esto explicaria la
aparicion de VRSA en tres de los cuatro casos. La patogénesis de la
transferencia del gen en el paciente de Pensilvania se desconoce. El gen vanA

se encuentra en el transposén Tn1546 de los enterococos (Arthur, 1993).
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Estudios recientes han demostrado que los operones vanA de los aislados
VRSA de Michigan y Pensilvania estan compuestos por diferentes estructuras
moleculares (ClarK, 2005) y que la CMI de la cepa VRSA de Pensilvania es
mas baja que la cepa de Michigan debido a la pérdida del plasmido que
contiene el Tn1546 y no por una menor expresion del operon vanA (Périchon,
2004).

Al analizar los casos de S. aureus resistente a glucopéptidos, podriamos
establecer una serie de factores de riesgo asociados con infecciones causadas
por VRSA, como son: la edad, enfermedad de base como diabetes,
hipertension, inmunosupresion, fallo renal y cirugia previa, infecciones con alta
carga bacteriana como endocarditis, abscesos y ulceras, e historia previa de

tratamiento con vancomicina.

Mecanismos de resistencia en S. aureus.

Los mecanismos de resistencia a vancomicina en S. aureus son distintos
segun sea vancomicina intermedio 6 vancomicina resistente (Schito, 2006). Las
cepas VISA o hVISA no poseen genes vanA, vanB 6 vanC que confieren
resistencia a glucopéptidos de alto nivel en los enterococos, y se piensa que el
mecanismo de resistencia es intrinseco, por un incremento en la sintesis de la
pared celular (Hanaki, 1998) cuya base genética de regulacion se desconoce y
por una alteracion del balance de las PBPs. Las cepas VISA sintetizan grandes
cantidades de peptidoglicano aumentando la cantidad de residuos de D-alanil-
D-alanina que se unen a las moléculas de vancomicina y las capturan,
impidiendo asi que estas moléculas alcancen su diana en la membrana
citoplasmatica.

Algunos elementos genéticos reguladores como tcaA que codifica una proteina
transmembrana (Maki, 2004), y el gen regulador accesorio (agr) (Sakoulas,
2002, Sakoulas, 2003), se asocian con una disminucion en la sensibilidad de S.
aureus a los glucopéptidos, jugando un papel destacable en la expresién de
resistencia a éstos antibidticos. En un estudio reciente, Hiramatsu describe la
hipotesis de que hVISA es un precursor de VISA y que ambos fenotipos se
expresan dependiendo de la presion selectiva en el uso de glucopéptidos y B-

lactdmicos (Hiramatsu, 2001). Otros estudios sugieren que cambios
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estructurales y/o metabdlicos en los acidos teicoicos de la pared celular pueden
jugar también un papel en el mecanismo de resistencia disminuyendo la
velocidad de degradacion de la pared celular, en vez de aumentar la velocidad
en la sintesis de la pared, manteniendo asi una correlacion entre el grosor de la
pared y la disminucion de la sensibilidad para la vancomicina (Sieradzki, 2003).

Por el contrario, las cepas VRSA poseen el gen vanA y su resistencia se
debe a una probable transferencia conjugacional del gen vanA de
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina al S. aureus (Noble, 1992).
Esta causada por una alteracion en el péptido terminal D-alanil-D-alanina a D-
alanil-D-lactato, impidiendo la inhibicion de la sintesis de la pared celular por la

vancomicina.

Un estudio realizado por Howe et al. a 101 cepas de SARM con
sensibilidad disminuida a glucopéptidos, aisladas en 9 paises, demuestra que
aunque estas cepas VISA pertenecen a las lineas clonales epidémicas
descritas en el mundo, no hay una clara relacion clonal de estas cepas entre si
(Howe, 2004).

Los sistemas de vigilancia europeos, SENTRY y EARSS, no han
encontrado ninguna cepa resistente a vancomicina. En el 2001 se informé de
cinco aislamientos VISA en Francia.

En los estudios multicéntricos realizados en nuestro pais hasta el
momento, no se han encontrado cepas de S. aureus resistentes a vancomicina
y el aislamiento de cepas con sensibilidad disminuida a glucopéptidos es un

hecho excepcional.

2.6. Resistencia a mupirocina.

Caracteristicas generales de la mupirocina.

La mupirocina o acido pseudoménico A es un antibiético de origen
natural, de uso topico, cuya estructura quimica no se relaciona con la de otros
antimicrobianos. Es producido por una cepa de Pseudomonas fluorescens. Su
cadena lateral esta formada por el acido monico que es el principal producto de

su metabolismo.
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Mecanismos de resistencia en S. aureus.

La resistencia a la mupirocina es debida a la modificaciéon de la diana.
Puede ser de dos tipos (Cookson, 1998):

- Resistencia de bajo nivel (CMI 8 a 256 mg/L): es de origen
cromosomico. Se debida a la mutacion en el gen codificante del enzima
isoleucil- RNAt-sintetasa (ileS).

- Resistencia de alto nivel (CMI >256 mg/L): mediada por un plasmido
que lleva el gen ileS2 que codifica un enzima adicional de isoleucil-RNAt-
sintetasa que no tiene afinidad por la mupirocina.

Hasta la actualidad es poco frecuente encontrar resistencia a mupirocina
en S. aureus, pero segun apuntan algunos autores su uso indiscriminado y
tratamientos prolongados, desarrollan resistencias (Alarcén, 1998; Schmitz,
1998; Vasquez, 2000).

37



3. Historia de la resistencia a meticilina en S. aureus.

3.1. Aparicidon y evolucion de S. aureus resistente a meticilina
(SARM)

La meticilina se comercializa en Europa durante el bienio 1959-1960. Un
afo después en Inglaterra, se detectan las primeras cepas SARM (Jevons,
1961) y en 1963 se describe el primer brote epidémico de infeccion nosocomial
en el Reino Unido (Stewart, 1963). Desde entonces se ha observado la
diseminacion de cepas de SARM en muchos hospitales de diversos paises,
pudiendo documentarse varias ondas de diseminacion global de diversos
clones epidémicos.

En la década de 1970, se informa de un aumento de los aislamientos
SARM que causan brotes de infeccibn nosocomial en diferentes paises
europeos como el Reino Unido, Dinamarca, Francia y Suiza (Brenner, 1968;
Parker, 1970). También se aislan casos de SARM en otros paises como
Polonia, Turquia ¢ India, donde aun no se utilizaban las penicilinas
semisintéticas (Ayliffe, 1997). En Estados Unidos comienzan a aislarse cepas
SARM durante éstos anos, pero no sera hasta la década de los 80 cuando
constituyan una causa importante de infeccion en los hospitales.

La aparicién y diseminacion de SARM se ve favorecida por la falta de
medidas higiénicas para prevenir la difusion de microorganismos en los
hospitales, y por la presion selectiva que conlleva el elevado consumo de
antibiéticos en dichos centros.

A finales de los afios 70 se observo una disminucién en la frecuencia de
aislamientos SARM en Europa. Las razones de éste descenso se desconocen,
pero es posible que contribuyera a ello una mejora en la practica médica, en
relacion al control de la infeccion hospitalaria y al uso de los antibioticos (Ayliffe,
1997).

En la siguiente década (1980-1990), se produce una segunda onda de
infeccion por SARM en los hospitales de Europa, Australia y Estados Unidos.
En 1981 en Londres, se identifica una cepa epidémica -Epidemic Methicillin
Resistant S. aureus- EMRSA-1, con un fagotipo y un fenotipo de resistencia

similares a los de una cepa epidémica descrita en Australia (Cookson, 1988).
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En Estados Unidos los aislamientos clinicos de SARM fueron aumentando
progresivamente desde el 2,4% en 1975 hasta el 29% en 1991 (Panlilio, 1992).
En Europa también se experiment6 en este periodo un notable ascenso en su
frecuencia, desde <1% en 1980 hasta un 30% en 1991. La prevalencia mas
alta se observd en los paises del sur de Europa (alrededor de un 30% de
SARM en Grecia, Francia y Espana), mientras que Holanda y Dinamarca
presentaron la prevalencia mas baja (6%) (Westh, 1992; Voss, 1994).

Estudios internacionales de vigilancia epidemioldgica, indican que la
prevalencia de SARM varia en funcién de los hospitales y de las regiones
dentro de un pais. Los datos del sistema de vigilancia SENTRY recogidos
durante 1997-1999 informan que la prevalencia de SARM en los Estados
Unidos fue del 34,2%, en Canada del 5,7%, en América Latina del 34,9%, en
Europa del 26,3% y en el Pacifico oriental del 46% (Diekema, 2001). Durante el
periodo 1998-1999 en Sud-Africa fue del 40,4%, en Japén del 66,8% y en
Australia del 22,4% (Bell, 2002).

Analizando la situacién en Europa vemos que hay un gradiente de norte
a sur, las cepas SARM son menos frecuentes en los paises del norte que en
los del sur de Europa. En estudios multicéntricos recientes como el SENTRY
europeo (1997-99), en el que se recogen 3051 aislamientos de S. aureus en
hemocultivos, se observa que la prevalencia de SARM en bacteriemias es mas
alta en Portugal (54%) e ltalia (43-58%), que en Suiza y Holanda (2%). Dentro
de un mismo pais también existen variaciones entre hospitales y areas
geograficas, asi por ejemplo, en Espafa el porcentaje de SARM varié de un
34% en Sevilla a un 9% en el hospital Universitario de Bellvitge de Barcelona
(Fluit, 2001). Estas variaciones pueden deberse al tipo de poblacién y muestra
seleccionada en cada estudio, a la politica antibiética seguida en cada hospital,
al tipo de enfermos atendidos y a las medidas de control tomadas ante nuevos
casos de infeccion y/o colonizacidn por SARM en cada institucion.

Los datos anuales proporcionados por el sistema de vigilancia EARSS
(European Antimicrobial Resistance Surveillance System) indican que en la
mayoria de los paises, la proporcion de SARM se sigue manteniendo
relativamente estable, aunque en el aino 2004 se ha producido un aumento de
SARM en todos los paises, respecto al afio anterior. La prevalencia global de
SARM durante 2003 fue del 21%, siendo mas baja (<1%) en los paises del
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norte y mas alta (>40%) en el sur de Europa e Israel, asi como en el Reino
Unido e Irlanda, obteniendo asi que el porcentaje entre los paises europeos
varia de <1% en Islandia a un 51% en Grecia. Los datos del 2004 indican una
prevalencia global ligeramente mas alta, del 24%. Los paises del norte de
Europa siguen teniendo una prevalencia alrededor del 1%, en el sur de Europa,
Bulgaria, Espafa o Francia, las cifras estan entre el 20-30% y en el Reino
Unido e Irlanda el porcentaje de SARM es >30% (Figura 3.1). Asi tenemos que
el porcentaje de SARM esta comprendido en un rango que va del 0% en

Islandia al 73% en Rumania.

1 No data
B <1%
m1-5%
CJ5-10%
B 10-25%
. 25-50%
I =50

MT

Figura 3.1- Distribucion geografica del porcentaje de bacteriemias de SARM durante el afio
2004. Datos procedentes del estudio EARSS 2004, informe anual 2004.
www.earss.rivm.nl

El aumento en el consumo de antibidticos es sin duda una de las
principales causas de aparicidon de resistencias y la diferente presion selectiva
antibiética en cada pais podria ser responsable de las variaciones de las tasas
de resistencia que existen entre los paises del norte y los del sur y este de
Europa (Bronzwaer, 2000). Un estudio reciente realizado en 26 paises
europeos por el proyecto europeo sobre vigilancia del consumo antibidtico

(ESAC -European Surveillance of Antimicrobial Consumption-) en el que
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evaluan el uso de antibiéticos en pacientes no hospitalizados y su asociacién
con la resistencia antibidtica, concluye que en Europa existe una correlacién
entre estos dos parametros. En general, los paises del sur y del este de Europa,
como Francia (32,2%), tienen un mayor consumo de antibidticos que los paises
del norte, como Holanda (10%). Segun este estudio, el uso estimado de
antibidticos en pacientes no hospitalizados en Espafa esta en torno al 30%
(Goossens, 2005). Asimismo, la proporcion de SARM puede variar entre
distintos hospitales de un mismo pais desde un 5% a un 20% (EARSS, 2003,
Tiemersma, 2004). Ademas de las razones mencionadas para explicar este
hecho (muestra poblacional en estudio, tipo y tamafio del hospital, politica de
control de infeccion o uso de los antibidticos intrahospitalarios), otros factores a
tener en cuenta son la tendencia de SARM a aparecer en forma de brotes de
infeccién intrahospitalaria y la facilidad de algunos de los clones epidémicos

para diseminarse a otros centros hospitalarios (Muto, 2003).

Durante los ultimos 10 afos se ha producido una diseminacién del
SARM desde los grandes hospitales a otros con menor numero de camas y de
éstos a instituciones mas pequefias como geriatricos y centros de croénicos,
hasta el punto que se ha convertido en una especie endémica en la mayoria de
estos centros. Esta endemia de SARM ha sido favorecida por la falta de

programas de control de la infeccion en muchos hospitales (Jarvis, 2003).

3.2. Descripcién de clones epidémicos.

Se considera que un clon de SARM es epidémico cuando es capaz de
producir brotes hospitalarios en un tiempo corto, en hospitales geograficamente
distantes y se mantiene en dichos centros durante un periodo de varios afos.
En un amplio estudio llevado a cabo por Oliveira et al, publicado en 2001, se
pudieron analizar los genotipos de 3067 cepas de SARM aisladas en distintos
paises, por electroforesis en campo pulsatil (pulsed-field gel electrophoresis,
PFGE). De forma complementaria, una seleccién representativa de cepas fue
estudiada de forma pormenorizada por Multilocus sequence typing (MLST),
analisis del SCCmec y estudio del polimorfismo de la regiéon que codifica la
proteina A (spaA). La principal conclusion de este trabajo fue que el 68% de los

aislamientos podian englobarse en alguno de los cinco clones que estos



autores definieron como pandémicos (Oliveira, 2001). En la tabla 3.1 se
muestra la distribucién de cepas de este estudio y en la figura 3.2 el genotipo
por PFGE de los cinco clones mencionados. Estos clones son los
denominados Ibérico (Dominguez, 1994), Brasilefio (Aires de Sousa, 1998),
Hungaro (De Lencastre, 1997), Nueva York/Japén (Chung, 2000) y Pediatrico
(Sa-Leao, 1999) (Figura 3.3).

Tabla 3.1- Origen y distribucidon clonal de 3067 cepas de SARM. (Modificado de
Oliveira, 2001)

PAIS N° Cepas Ibe Bra Hun NY/Jp Ped
Sudamérica 720 ) 69% } } 14%
R. Checa 59 12% 80% - - -
Hungria 285 - - 67% - -
Italia 53 47% - - - -
Japén 143 - - - 76% -
Polonia 270 10% - - - 32%
Portugal 504 49% 22% - - 6%
Espana 189 83% - - - -
Uk 13 62% - - - -
USA 831 14% - - 35% 6%
TOTAL 3.067 19% 21% 6% 13% 9%

Ibe: Ibérico; Bra: Brasilefio; Hun: Hingaro; NY/Jp: Nueva York/Japon; Ped: Pediatrico
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Figura 3.2- Genotipos por PFGE de cinco clones pandémicos: Ibérico, brasilefio,
hangaro, NY/Japon y pediatrico.
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Figura 3.3- Mapa de distribucion de 6 clones pandémicos en las diferentes regiones del

mundo. Imagen del FEMS Immunology and Medical Microbiology (Aires de
Sousa, 2004)
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El clon Ibérico se detectd por primera vez en 1989 como responsable de
un brote por SARM en el Hospital Universitario de Bellvitge en Barcelona
(Dominguez, 1994) y se disemin6 a otros paises como Francia, Bélgica
(Deplano, 2000), Portugal (Sanches, 1995), Escocia, ltalia (Mato, 1998),
Holanda, Alemania (Witte, 1997), Republica Checa (Melter, 1999; Melter, 2004),
Polonia (Krzyszton-Russjan, 2002), Suecia (Murchan, 2003) y Estados Unidos
(Roberts, 1998).

El clon Brasilefio fue descrito en 1992 en Brasil (Teixeira, 1995) y se ha
extendido a los paises de Sud-América como Argentina (Corso, 1998), Uruguay
y Chile (Aires de Sousa, 2001), y a paises europeos como Portugal (Aires de
Sousa, 1998; Oliveira, 1998), Republica Checa (Melter, 1999), Grecia (Aires de
Sousa, 2003), Finlandia, Alemania, Irlanda, Holanda, Polonia, Suecia y el Reino
Unido (Enright, 2002). Recientemente también se ha descrito en India (Arakere,
2005).

El clon Hungaro se ha expandido entre los hospitales de este pais desde
1993 (De Lencastre, 1997) y recientemente se ha descrito en hospitales de
Taiwan, China (Aires de Sousa, 2003) e India (Arakere, 2005).

El clon Nueva York/Japdn fue identificado en los hospitales de Nueva
York (Roberts, 1998), Nueva Jersey y Pensilvania (Roberts, 2000), en Canada
(Simor, 2002), Florida (Chung, 2004) y en un hospital de Tokio (Aires de Sousa,
2000). También se ha encontrado en Europa, Finlandia, Irlanda y el Reino
Unido (Enright, 2002), y mas recientemente en México (Velasquez-Meza, 2004).

El clon Pediatrico fue descrito en 1992 en un hospital pediatrico de
Portugal (Sa-Leao, 1999) y posteriormente se ha encontrado en Polonia (Leski,
1998), Estado Unidos (Roberts, 1998), Argentina (Corso, 1998), Colombia
(Gomes, 2001), Francia, Reino Unido (Enright, 2002) y Espafa (Pérez-Roth,
2004).

Mediante MLST la distribucién genética de los clones Ibérico, Brasilefio y
Hungaro era muy parecida, constituida por variantes que se diferenciaban
como maximo en dos loci, (denominada MLST tipo “A”). EI MLST de los clones
Nueva York/Japén y Pediatrico era idéntico entre ellos (denominado MLST tipo
“B”) y totalmente distinto al MLST tipo “A” (Oliveira, 2001). EI SCCmec del clon

Ibérico fue tipo |, el de los clones Brasileiio y Hungaro tipo lll, el del Nueva
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York/Japén tipo I, y el del clon Pediatrico tipo IV. Estos resultados ilustrarian
dos lineas evolutivas distintas entre los clones mas frecuentemente hallados en
el mundo (MLST tipos “A” y “B”). A la vez que demuestran que la adquisicién
del gen mecA tuvo lugar en distintos momentos evolutivos y con procedencias
distintas (por ejemplo, SCCmec tipo | ¢ Il asociado al mismo MLST tipo “A”).

La caracterizacion de estos cinco clones pandémicos, ademas de sus
propiedades genéticas, incluia el fenotipo de resistencia antibidtica. A
excepcion del clon pediatrico resistente exclusivamente a beta-lactamicos vy
aminoglucdsidos, el resto de los clones presentaba resistencia a multiples

grupos antibiéticos (Tabla 3.2)

Tabla 3.2- Resistencia que presentan cada uno de los clones a los diferentes antibioticos.

Clones B-lact Macrél Tetrac Aminog Quinol Clor Rif Glucop Sxt

Ibérico R R R R R S R S S
Brasilefio R R R R R R R S R
Hungaro R R R R R S R S S
NY/Japan R R R R R S S S S
Pediatrico R S S R S S S S S

B-lact: B-lactdmicos; Macrdl: Macrélidos; Tetrac: Tetraciclina; Aminog: Aminoglucésidos; Quinol:
Quinolonas; Clor: Cloranfenicol; Rif: Rifampicina; Glucop: Glucopéptidos; Sxt: Cotrimoxazol. R:
Resistente; S: Sensible.

Otros clones pandémicos asociados a cepas SARM son el clon EMRSA-
15 y EMRSA-16, ambos se caracterizan por ser sensibles a mas grupos de
antibidticos. En un principio se describieron asociados a brotes hospitalarios del
Reino Unido (Cox, 1995; Moore, 2002) y posteriormente se diseminaron a otros
paises, como Grecia (Aires de Sousa, 2003), Méjico (Aires de Sousa, 2001),
Canada (Simor, 2002), Florida (Chung, 2004), Finlandia (Salmenlinna, 2002), y
a paises europeos como Bélgica, Suecia, Dinamarca y Espafia (Enright, 2002;
Murchan, 2003; Pérez-Roth, 2003) (Figura 3.2).

3.3. Datos en Espana
Desde el inicio del uso de la meticilina en la practica clinica hasta
nuestros dias cabe destacar dos hechos epidemioldgicos en relacion a SARM

en Espana. El primero tiene lugar en San Sebastian durante los afios 1977-
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1979 en los que se produce un importante brote hospitalario, que afecté sobre
todo a la unidad de neonatologia (Pérez Trallero, 1981; Pérez Trallero, 1988).
El segundo hecho, consiste en una onda epidémica de mayor alcance que se
produce en los afios 1988-1989 y va a constituir un importante problema
nosocomial en los hospitales espafnoles de Madrid, Barcelona y Valencia
(Bouza, 1988; De la Torre, 1990; Vindel, 1992; Pujol, 1994). Estos brotes
iniciales dieron luego paso a otros en seis comunidades autbnomas mas.
Todos ellos presentaban unas caracteristicas comunes: ocurrieron en
hospitales con mas de 500 camas, tuvieron un numero elevado de casos de
SARM, la mayoria fueron brotes nosocomiales originados en la UCI, estuvieron
causados por un clon predominante y su caso indice fue un paciente
procedente de otro centro.

Entre 1989-1995 |la mayoria de los brotes hospitalarios originados por
SARM estaban producidos por el clon Ibérico, detectado por primera vez en el
Hospital Universitario de Bellvitge de Barcelona (Dominguez, 1994). Estudios
posteriores reflejan que las cepas multirresistentes del clon ibérico han ido
disminuyendo siendo sustituidas por otras cepas SARM sensibles a mas
antibidticos.

La prevalencia de SARM en los hospitales espanoles ha seguido un
curso ascendente y asi lo refieren los datos recogidos en diversos estudios
entre los que se encuentra el Estudio de Prevalencia de las Infecciones
Nosocomiales en Espana (EPINE). Durante el periodo 1990-1999 se observo
que la tasa de infecciones por SARM en los hospitales se habia incrementado
de forma continua pasando de cifras del 4,7% en 1990 a cifras del 40% en
1999 (Asensio, 2002).

El Grupo Espanol para el Estudio de Estafilococos ha publicado hasta el
momento cinco trabajos en los se refleja la tendencia de éste patégeno en los
hospitales espanoles durante el periodo 1986-2002 (Bouza, 1988; Rodriguez,
1992; Diaz, 1994; Cercenado, 1997; Cuevas, 2004). La resistencia a meticilina
en S. aureus ha pasado de ser 1,5% en 1986 a 31,2% en 2002. Este aumento
se ha acompafado de un aumento progresivo del porcentaje de resistencia a
otros antibioticos como macrolidos, lincosamidas, aminoglicosidos y quinolonas

durante el periodo 1986-2002, como se expone en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3- Porcentaje de resistencia antibidtica de S. aureus en Esparia durante el periodo

1986-2002.
% de Resistencia por afios
Antibidtico 1986 1991 1994 1996 2002
Penicilina
Oxacilina
Eritromicina

Clindamicina

Gentamicina

Rifampicina

Cotrimoxazol

Cloranfenicol

Ciprofloxacino

Vancomicina

Teicoplanina

Linezolid

Q/D°

2ND, no determinado
® Q/D, quinupristina/dalfopristina

Un estudio realizado en el ano 2000 en 31 hospitales espanoles en
pacientes con bacteriemia ha mostrado un porcentaje de resistencia a oxacilina
de 28% (Oteo, 2002). Posteriormente, este estudio fue ampliado a 40
hospitales esparioles participantes en el Grupo EARSS durante el periodo
2000-2002 mostrando una tasa de resistencia a oxacilina de 24,5% (Oteo,
2004).

El proyecto de estudio VIRA (Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos) creado en el afo 2001 con la finalidad de realizar
seguimientos periddicos epidemiologicos de la resistencia a antibioticos en
Espana, al analizar los datos obtenidos durante el mes de estudio del afno 2004
refieren que la incidencia global de resistencia a meticilina en S. aureus fue del
31,2%, lo que supone un aumento significativo comparado con la tasa del afio
2001 (24,8%). También evidencia la multirresistencia en los aislamientos de
SARM ya que casi la mitad de las cepas fueron resistentes a tres antibiéticos
(Picazo, 2004).
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En la tabla 3.4 se reflejan los datos de SARM en Espafia
proporcionados por el estudio EARSS durante el periodo 2000-2004, en la cual

observamos un ligero aumento de SARM en estos ultimos afos.

Tabla 3.4- Proporcion de SARM en aislados de hemocultivos durante el
periodo 2000-2004. Datos obtenidos del informe anual EARSS 2004.

www.earss.rivm.nl.

2000 2001 2002 2003 2004

SARM 28% 23% 23% 24% 26%

Al igual que lo descrito en estudios europeos, diferentes trabajos
epidemioldgicos realizados en hospitales espafioles reflejan que la adquisicidon
de SARM nosocomial es favorecida por el aumento de la estancia hospitalaria y
por el consumo excesivo de antibioticos, siendo la UCI, cirugia general y
digestiva y medicina interna las unidades de hospitalizacion donde el SARM es

mas frecuente (Montesinos, 2003; Chaves, 2005).

Durante los ultimos afios, se han producido cambios importantes en la
epidemiologia del SARM, entre los que cabe destacar el aumento de las cepas
de SARM sensibles a un mayor numero de grupos antibiéticos (cepas que no
pertenecen a los clones pandémicos multirresistentes), el impacto clinico y
terapéutico de la aparicion de cepas SARM con sensibilidad disminuida a
glucopéptidos, y, por ultimo, la aparicion de los primeros casos de SARM de

adquisicién comunitaria.

48



4, Epidemiologia de las infecciones por SARM en la comunidad

A lo largo de los anos la epidemiologia de las infecciones por SARM ha
experimentado una serie de cambios tanto en su presentacion clinica como en
sus caracteristicas microbiolégicas. En el pasado, la gran mayoria de las
infecciones por SARM se adquirian en hospitales grandes y ocurrian en
pacientes con factores de riesgo que favorecian la colonizacién 6 infeccion por
SARM, como son un consumo elevado de antibidticos, estancia hospitalaria
prolongada (generalmente mayor de 10 dias), sobre todo en unidades de
cuidados intensivos, edad avanzada, cirugia previa, procedimientos invasivos
(catéteres intravenosos, sondas urinarias, traqueostomias), ulceras de decubito,
enfermedades subyacentes graves y contacto con pacientes colonizados por
SARM (Thompson, 1982). En la actualidad el reservorio de SARM no so6lo se
localiza en los hospitales sino que también se encuentra en instituciones
extrahospitalarias (sociales y sanitarias), en centros de pacientes cronicos 6 en
centros de cuidados paliativos. En estos centros de larga estancia tienen un
mayor riesgo de adquirir SARM los residentes que presentan ulceras cutaneas,
una mayor dependencia funcional (encamados, incontinentes) o han estado
previamente hospitalizados (Bradley, 1999). Generalmente estas personas con
SARM estan colonizadas de forma prolongada, sobre todo en ulceras cronicas
y/o ser portadores nasales (Mulhaunsen, 1996); a diferencia de las infecciones,
que son poco frecuentes, de caracter leve y se localizan habitualmente en
partes blandas (Bradley, 1991).

Estos hechos implican modificaciones en la epidemiologia de las
infecciones por SARM y suponen un riesgo de diseminacion de SARM a la
comunidad (Chambers, 2001).

La mayoria de los casos de infeccion por SARM que se identifican en la
comunidad, estan relacionados con una reciente hospitalizacion (en los 4
meses previos), con tratamiento antibidtico previo 6 con un contacto con
personas que han estado hospitalizadas recientemente (L'Heriteau, 1999;
Jones, 2002).

En los ultimos afos se han publicado casos de infeccién comunitaria

asociada a la ingesta de alimentos (Jones, 2002; Kitai, 2005) y de transmision
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de SARM entre animales y humanos; los perros y animales domésticos que
viven en contacto cerrado con personas portadoras de SARM pueden llegar a
colonizarse por SARM (van Duijkeren, 2004).

Los portadores nasales de S. aureus también juegan un papel importante
en la epidemiologia y patogénesis de la enfermedad por SARM pudiendo
actuar como reservorios de SARM comunitario. Asi por ejemplo, un estudio
realizado de abril a septiembre de 2002 en San Francisco, en el que analizaron
la colonizacién nasal por S. aureus en jovenes sin hogar y fugitivos,
concluyeron que los portadores nasales de SARM en la comunidad habian
aumentado, siendo este mismo subgrupo de individuos los que tenian un riesgo
mas alto de infeccion por SARM comunitario. Estos individuos constituyen el
reservorio de SARM adquirido en la comunidad, y son principalmente
individuos con infeccion por VIH, ADVP, pacientes con abscesos y aquellos
que tienen una historia de reciente hospitalizacion (Pan, 2005). Un informe
reciente de salud nacional y examen de nutricion realizado en Washington a
9662 individuos, informé que el 0,8% de la poblacién general era portadora de
SARM, y que solo el 0,4% de la poblacion general era portadora de SARM con

SCCmec tipo IV, marcador de las cepas de SARM comunitario (Jernigan, 2004).

El primer brote de SARM adquirido en la comunidad se describié en
Detroit en 1980-81, y se caracterizé6 porque mas de la mitad de los pacientes
afectados eran consumidores de drogas por via parenteral. Aunque el origen
de este brote no se pudo identificar, se cree que el uso compartido de
jeringuillas pudo ser la causa de la transmisidon cruzada de SARM (Saravolat,
1982).

En los EEUU las primeras cepas de SARM adquirido en la comunidad
aparecen a finales de 1990s, publicandose casos de colonizacion y/o infeccidon
por SARM en nifios no relacionados con el ambito sanitario y sin los factores de
riesgo tipicos asociados a la colonizacion por SARM (Herold 1998; Gross-
Schulman, 1998). La muerte de cuatro niflos en Minessota y Norte de Dakota
causada por cepas de SARM comunitario (CDC, 1999) indican el peligro
potencial que supone la presencia de SARM en la comunidad y la alta

virulencia que poseen estas cepas.
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Desde el primer caso descrito de SARM comunitario (SARM-CO) hasta
nuestros dias, son muchas las publicaciones que se encuentran en la literatura
y que hacen referencia a infecciones por SARM adquirido en la comunidad en
diferentes ciudades de EEUU (Suggs, 1999; CDC, 2003; Fey, 2003; Baggett,
2003; Shukla, 2004; Kaplan, 2005) y en otras partes del mundo como Australia
(Rings Ferry, 1998; Turnidge, 2000), Nueva Zelanda (Stacey, 1998), Canada
(Embil, 1994), Reino Unido (Detrich, 2004), Francia (Dufour, 2002), Japodn
(Fang, 2004), Alemania (Witte, 2004), Brasil (Ribeiro, 2005), Holanda (Wannet,
2004).

En paises como Dinamarca, donde la prevalencia de infeccién por
SARM es baja, se han descrito casos de SARM-CO en el que los pacientes
presentaban infecciones de piel y partes blandas; factores de riesgo que no
estan presentes en los brotes de SARM hospitalario (Faria, 2005).

En nuestro pais los ultimos trabajos del Grupo de estudio de
estafilococos reflejan un aumento de SARM de probable origen comunitario
que varia desde el 5% en el afo 86 al 17,8% en el 2002 (Cuevas, 2004); la
mayoria de los datos disponibles proceden de estudios hospitalarios, que
informan tasas muy variables sobre los casos de SARM. Todavia no se han
realizado en Espana estudios de infecciones de SARM en la comunidad ni de
los posibles factores de riesgo relacionados con la colonizaciéon por SARM en
la comunidad.

Los brotes causados por SARM asociado a la comunidad no sélo afectan
a poblaciones relativamente cerradas, como carceles (CDC, 2003), cuarteles
(Zinderman, 2004; Campbell, 2004), guarderias, sino que también es causante
de brotes en equipos de atletas, sobre todo en deportes donde se produce un
contacto directo de piel entre los deportistas (CDC, 2003; Karakova, 2005;
Cohen, 2005). También se han publicado datos que afirman un aumento de la
colonizacion por SARM entre miembros de “poblaciones cerradas” como son
las comunidades de los aborigenes de Australia (Udo, 1993) y los indios de
América (Groom, 2001). Esta alta tasa de SARM-CO puede estar asociada con
factores de riesgo difundidos en la comunidad como son el aumento de las
infecciones de piel, el hacinamiento y el uso de antibidticos de amplio espectro
(Maguire, 1998).



Aunque varios estudios refieren una alta prevalencia de SARM
comunitario (SARM-CO), un analisis que examina los resultados de 57 estudios
sobre la prevalencia de SARM-CO entre pacientes hospitalizados o entre
individuos de la comunidad, sugiere que la prevalencia de SARM en la
comunidad en pacientes sin factores de riesgo sigue siendo baja (< 0,24%)
(Salgado, 2003).

Se han descrito casos de bacteriemia y sindrome de shock séptico por
cepas de SARM-CO en UCI neonatal destacando el hecho de que los
microorganismos comunitarios pueden llegar a ser serios patdégenos
nosocomiales (Healy, 2004).

Los sindromes clinicos causados por las cepas de SARM-CO
(Mongkolrattanothai, 2003) varian desde infecciones de piel y partes blandas
(Frazee, 2004; Moran, 2005), hasta casos severos de neumonia necrotizante
(Naimi, 2003; Francis, 2005), fascitis necrotizante (Miller, 2005), tromboflebitis
séptica y sepsis.

La gran morbilidad observada en algunas de las infecciones por SARM
adquiridas en la comunidad (Baba, 2002; Fey, 2003) puede haberse debido a la
utilizacién de B-lactamicos como tratamiento inicial y la presencia de genes de
virulencia como la Leucocidina de Panton-Valentine (LPV) (Dufour, 2002).

La LPV, descrita en 1932 por Panton y Valentine (Panton-Valentine,
1932), juega un papel determinante dentro de las afecciones producidas por
SARM en la comunidad (Diep, 2004) y se encuentra en el 77% de los
aislamientos (Naimi, 2003). Habitualmente esta toxina esta presente en <5% de
S. aureus y se asocia a procesos inflamatorios de piel y partes blandas y
neumonia necrotizante (Lina, 1999).

Las infecciones asociadas a la LPV (neumonia necrotizante,
forunculosis) son debidas a cepas que pertenecen a diferentes lineas genéticas.
La LPV tiene actividad leucocitotoxica y dermonecroética debida a la presencia
de dos componentes, uno de clase S y otro de clase F, que estan codificados
por dos genes, IukS-PV y lukF-PV (Prevost, 1995), los cuales se transmiten
mediante un fago.

Debido a la capacidad invasiva y virulenta que posee esta toxina, ha
creado una gran importancia y preocupacién en la sociedad, por lo que se

estan realizado numerosos estudios en diferentes paises, sobre aislamientos
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de SARM con capacidad para producir la Leucodinina de Panton-Valentine
(Wannet, 2004; Miklasevics, 2004; Liassine, 2004; Maier, 2005; Witte, 2005;
Robert, 2005).

Hasta el momento la LPV s6lo se ha asociado con el SCCmec tipo IV y
en menor frecuencia con el tipo V, pero en un pais de Suecia han encontrado
algunos aislamientos de SARM que son un nuevo subtipo de SCCmec tipo IV y
que poseen la LPV positiva, pudiendo ser un nuevo clon de diseminacion en la
comunidad (Berglund, 2005).

Un estudio reciente de Said-Salim et al. demuestra que la presencia y
expresion de los genes que codifican la LPV no se encuentran de manera
uniforme entre las cepas de SARM-CO, por lo que sugieren que factores
adicionales estan involucrados en la leucotoxicidad y patogénesis del SARM-
CO (Said-Salim, 2005).

Otros genes que tienen relacién con el SARM-CO son los genes que
codifican la resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas debido a
su presencia variable en las cepas SARM, lo que ha permitido usar la
sensibilidad a clindamicina como un marcador de cepas SARM adquiridas en la
comunidad. Los tipos SCCmec IV y V, encontrados en aislamientos de SARM-
CO, no contienen el Tn554 o erm por lo que muchas de estas cepas son
sensibles a eritromicina y clindamicina. No obstante, el gen erm puede estar
presente en un plasmido 6 en otra parte del genoma bacteriano. También es
posible que el gen msrA u otros genes que confieren resistencia a macrélidos

puedan encontrarse en cepas de SARM-CO (Crawford, 2005).

Diferencias entre SARM-CO y SARM hospitalario:

- EI SARM-CO afecta generalmente a nifios y adultos jovenes sin
factores de riesgo.

- Hasta el momento los aislamientos de SARM descritos en pacientes de
la comunidad se caracterizan por ser sensibles a multiples antibidticos y
generalmente sélo son resistentes a B-lactamicos, con una CMI a oxacilina
baja; a diferencia de los aislamientos hospitalarios de SARM que presentan
resistencia multiple a varios grupos de antibiéticos no relacionados.

- Las cepas de SARM-CO parece ser que crecen mas rapido in vitro

(Okuma, 2002) y llevan genes de virulencia adicionales (Baba, 2002).
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- Los aislamientos de SARM-CO se caracterizan por poseer el SCCmec
tipo IV y en menor frecuencia el V (lto, 2004), y los genes de la toxina LPV
(Vandenesch, 2003); las cepas SARM de origen hospitalario poseen el
SCCmec tipo Il o lll, en algun caso también se ha aislado la LPV (Saiman,
2003).

Estudios recientes han descrito similitudes entre el SARM-CO vy
aislamientos esporadicos de SARM nosocomial, ambos son genéticamente
diversos, tienen SCCmec tipo IV, pueden contener los genes de la LPV y son
sensibles a mayor numero de antibidticos. Estos datos reflejan una mayor
posibilidad de que cepas de SARM descritas como adquiridas en la comunidad,

sean realmente originadas en los hospitales (Aires de Sousa, 2003).

Se han descrito diferentes definiciones para clasificar las infecciones por
SARM en comunitarias y nosocomiales (Salgado, 2003), sin llegar a una
definicion estandar, de ahi que sea necesario disponer de marcadores
moleculares de las cepas de SARM. Asi Enright et al propusieron un nuevo
método de tipaje basado en la combinacion de los perfiles por MLST y el tipo
de SCCmec (Enright, 2002), lo que permite caracterizar mejor las diferentes

cepas y los tipos clonales.
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5. Tipificacion molecular de microorganismos

5.1. Fundamentos y aplicaciones de los sistemas de tipificaciéon
molecular en bacteriologia.

Los sistemas de tipificacibn molecular constituyen una de las
aportaciones microbiolégicas que mas difusion han tenido en los ultimos afios.
Estos sistemas comprenden una gran variedad de técnicas que tienen como
objeto comparar la composicion de los acidos nucleicos de dos o mas
microorganismos. De este modo, se puede reconocer la relacion entre
aislamientos vinculados epidemiolégicamente y, por tanto, derivados recientes
de un microorganismo precursor comun. A la vez, deben ser técnicas capaces
de diferenciar aislamientos no relacionados, con independencia de su
pertenencia a la misma especie microbiologica o taxdén (Maslow 1993; Maslow,
1996; Soll, 2003). Con anterioridad estos estudios se basaban en las
caracteristicas fenotipicas de los microorganismos (propiedades antigénicas,
metabdlicas o de resistencia antibidtica). Sin embargo, muchos de estos
sistemas fenotipicos son limitados para establecer diferencias o similitudes
concluyentes entre microorganismos.

Las técnicas moleculares que analizan propiedades o polimorfismos
genéticos en los microorganismos, han ampliado notablemente el campo de la
tipificacion en microbiologia. Los fundamentos de estas técnicas son variables:
estudios de restriccion del ADN cromosdmico o extracromosdmico, analisis del
numero de copias de determinadas secuencias de insercién o repetitivas a lo
largo del cromosoma o de las regiones entre secuencias de insercion o
repetitivas adyacentes (REP-PCR; polimorfismo IS67710 en Mycobacterium
tuberculosis) o amplificacion arbitraria de fragmentos genéticos (AP-PCR). La
mayor ventaja de estos métodos radica en la estabilidad de los marcadores
genéticos utilizados y en la posibilidad de aplicarlos universalmente a distintos
géneros y especies de microorganismos (Dominguez, 2005).

Los marcadores moleculares se han aplicado a diferentes campos y su
disponibilidad ha mejorado nuestro conocimiento sobre:
- Patogénesis e historia natural de ciertas infecciones,
- Deteccion de brotes y epidemias, identificacion de reservorios y de

mecanismos de transmision de patégenos,
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- Disefio de medidas de control de propagacion de la infeccion,

- Evolucion genética de poblaciones microbianas,

En todas estas aplicaciones el objetivo de los marcadores moleculares es el de
definir la relacion existente, clonal o no, entre los aislamientos estudiados. El
término clon o grupo clonal en epidemiologia hace referencia al grupo de
aislamientos relacionados por el hecho de descender de un ancestro comun,
esto es, por formar parte de una cadena de replicacion y transmision. Las
cepas relacionadas provienen, pues, de la expansion clonal de un precursor
unico y poseen un nivel de similitud entre sus genotipos y fenotipos
significativamente superior al que se encontraria entre aislamientos no
relacionados de la misma especie seleccionados arbitrariamente (Soll, 2003;
Coll, 2006).

Merece también especial mencién, la diseminacion horizontal entre
bacterias (del mismo o distinto taxdn) de plasmidos o elementos genéticos
potencialmente moviles (transposones, integrones, fagos...) que contengan
secuencias relevantes epidemiologicamente, como por ejemplo, genes de
resistencia antibiotica o de virulencia.

La aplicacién de técnicas y marcadores de epidemiologia molecular es
indispensable en el estudio de la infeccion nosocomial, sobre todo en
hospitales en los que se dispone de unidades de vigilancia intensiva,
neonatologia, quemados, hematologia u oncologia, en donde ingresan
pacientes susceptibles de adquirir infecciones graves intrahospitalarias.
Asimismo, existen numerosas referencias relacionadas con la aplicacion de
marcadores moleculares al estudio de las infecciones extrahospitalarias, son
algunos ejemplos los estudios de patrones de transmision de tuberculosis, la
identificacién de reservorios de legionelosis y los estudios epidemiolégicos de
infeccion por neumococo o meningococo (Dominguez, 2005).

Los métodos moleculares aplicados al estudio epidemiolégico pueden
estructurarse en los siguientes apartados: 1) Anadlisis de ADN
extracromosomico, 2) Restriccion de ADN cromosoémico y deteccion de
secuencias por hibridacion con sondas, 3) Macrorrestriccion de ADN
cromosomico, 4) Amplificaciéon de secuencias genéticas con o sin restriccidon
posterior del producto obtenido, 5) Analisis de ADN por secuenciacion y 6)
Perfil de hibridacién de multiples secuencias (Soll, 2003; Coll, 2006). La
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eleccion de la técnica a aplicar dependera de la capacidad técnica y
tecnolégica de cada laboratorio, de la situacién epidemioldgica especifica a
estudiar y de la rapidez necesaria en la respuesta del laboratorio (Van Belkum,
2001). La macrorrestriccion de ADN cromosomico, incluye la técnica de PFGE,
siendo una de las mas utilizadas ya que presenta gran versatilidad y permite
conocer la clonalidad de diferentes aislados en situaciones epidémicas con
tiempo y espacio definido. Como alternativa se encuentran las técnicas de
amplificacion (técnicas de PCR), de mayor rapidez que el PFGE, que ofrecen
ventajas similares al PFGE en situaciones de epidemia (Welsh, 1990; Williams,
1990), y el analisis por secuenciacién que ofrece ventajas en estudios de
grandes grupos clonales pero de escasa utilidad en la caracterizacion de
epidemias por lo que se utilizan para el analisis y comparacién de aislados de
diferentes areas geograficas y su evolucion en el tiempo (Enright, 1999).

Durante los ultimos anos se han venido desarrollando multiples técnicas
de tipificacion para caracterizar el SARM, pero a dia de hoy no hay un
consenso en el método 6ptimo que permita intercambio de datos entre
laboratorios, ya que cada técnica tiene ventajas e inconvenientes. Algunos
investigadores prefieren como método de referencia la técnica de PFGE por ser
el método disponible mas discriminativo para estudios de brotes originados en
un periodo de tiempo corto (Struelens, 1992; Back, 1993; Van Belkum, 1998;
McDougal, 2003).

A continuacién se exponen los fundamentos de algunos de los métodos
moleculares que mas se han utilizado para estudios epidemiolégicos en SARM,
concretamente de PFGE y de MLST.

5.2. Macrorrestriccion de DNA y electroforesis en campo pulsante.

Para una especie bacteriana concreta, podemos encontrar enzimas de
restriccion de baja frecuencia de corte, es decir, enzimas cuyo lugar de
restriccion, por su longitud y secuencia, se encuentran raramente a lo largo del
ADN cromosomico de la especie bacteriana en cuestiéon (Goering, 1993). El
uso de este tipo de enzimas permite la macrorrestriccion del ADN de la bacteria,
es decir, la division del ADN en pocos fragmentos (entre 10 y 30). Muchos de

estos fragmentos son de gran tamafo, mas de 40 kb, y no pueden separarse
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por técnicas de electroforesis convencional, en las que se aplica un campo
eléctrico constante ¢ estatico, sino que requieren técnicas en las que la
orientacion del campo eléctrico es variable periédicamente, son las
denominadas técnicas de electroforesis en campo pulsante o pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE).

La combinacion de estas dos técnicas, macrorrestriccion del ADN vy
separacion de los fragmentos por PFGE, se ha aplicado con mucha frecuencia
en estudios epidemioldgicos en bacteriologia. Se obtienen asi, patrones de
restriccion sencillos que representan el ADN cromosdmico bacteriano
distribuido en unas pocas bandas con movilidades electroforéticas distintas. Sin
embargo, las caracteristicas de estas técnicas determinan una serie de

cambios a tener en cuenta en las distintas fases en las que se divide el proceso

de macrorrestriccion y PFGE: 1) el procedimiento de extraccion de ADN, obliga
a inmovilizar las células bacterianas en bloques de agarosa, en los que se
llevara a cabo la lisis, de manera que el ADN cromosomico también quede
embebido en agarosa, el objetivo es que el ADN permanezca integro y no se

fracture accidentalmente (al pipetear, agitar ...) lo cual desvirtuaria los patrones

de restriccion y afectaria a la reproducibilidad de la técnica, 2) la restriccién del
ADN debe hacerse tal y como éste esta preparado, es decir, inmovilizado en
los bloques de agarosa, utilizando enzimas de baja frecuencia de corte, y 3) la

técnica de electroforesis utilizada para la separacién de fragmentos debe ser

una PFGE, con las caracteristicas diferenciales propias de ésta.

Fundamentos y variantes técnicas.

En 1984 Schwartz y Cantor demuestran que la orientacién periddica del
campo eléctrico permite separar las moléculas grandes de DNA (Schwartz,
1984), resolviendo asi el problema de migracion de estas moléculas a través de
los poros de agarosa cuando se las sometia a electroforesis de campo
constante y unidireccional donde los fragmentos con tamafo superior a 50Kb
coemigraban como una unica banda haciendo dificil la interpretacién del patrén
de bandas.

Durante los afios 70, se observo que las moléculas de DNA bajo la
accién de un campo eléctrico se reorientaban y se desplegaban avanzando en

direccion al polo positivo. Basandose en esto, el principio de la técnica de ECP

58



descrita por Schwartz consiste en que, cuando se aplica un campo eléctrico,
las moléculas de DNA migran en direccion paralela al campo, a través de los
poros de agarosa del gel. Si se aplica un segundo campo eléctrico con una
direccion distinta, las moléculas de DNA tienen que cambiar su conformacion y
reorientarse, antes de migrar en la direccion del segundo campo. El tiempo
necesario para llevar a cabo la reorientacion, esta en relacion con la longitud de
la molécula 6 peso molecular, por lo tanto, cuanto mayor sea el fragmento, mas
tiempo necesita para reorientarse, debido a la barrera fisica que supone la
matriz de agarosa y menos tiempo migrara a través del gel en la nueva
direccion. A medida que los intervalos de los campos van cambiando en
funcidn de la intensidad y del voltaje, las moléculas de DNA van migrando a lo
largo del gel en forma de linea recta, obteniéndose al final un patron de
separacion de los fragmentos que refleja la suma de todos los intervalos de
campos que se han aplicado (Birren, 1993).

Se han disefiado distintos aparatos de electroforesis en campo pulsatil
(electroforesis en campo alterno ortogonal, electroforesis en campo invertido,
electroforesis en campo transversal, electroforesis en gel rotante, etc), todos
tienen en comun la capacidad de separar moléculas de DNA de gran tamano,
aunque difieren en la velocidad de separacion y en la resolucion obtenida. De
todos los sistemas desarrollados hasta el momento, el que tiene un uso mas
extendido es el CHEF (clamped homogeneous electric field electrophoresis).
Tiene como ventajas la facilidad de manejo y la capacidad de generar patrones
de bandas rectos que hacen mas facil la comparacion entre ellos.

Las técnicas de PFGE normalmente requieren voltajes elevados durante
muchas horas, lo cual hace necesaria la recirculacion y refrigeracion del
tampon de electroforesis. Asi los cuatro componentes basicos de un sistema de
PFGE son los siguientes:

i) unidad de control de pulsos-generador de corriente; ii) cubeta de
electroforesis, es una cubeta acrilica en la que se encuentran los 24 electrodos
distribuidos en forma hexagonal y en cuyo centro se coloca el gel de agarosa,
sumergido en el tampon de electroforesis correspondiente; iii) bomba de
recirculacion del tampdn, la recirculacion del tampon de electroforesis es
esencial por dos motivos: 1) para refrigerar y mantener una temperatura

constante en la cubeta y en toda la superficie del gel y 2) para mantener la
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capacidad de tampdn de la solucién, alterada por el proceso de electrolisis; iv)
unidad de refrigeracion, la refrigeracion del tampon de electroforesis permite
mantener constante la temperatura de la cubeta, utilizar voltajes superiores y

por tanto electroforesis mas rapidas.

Variables que afectan a la resolucién del PFGE.

Los resultados de las técnicas de PFGE son muy sensibles a variaciones
en practicamente todos los parametros electroforéticos. Las condiciones para
obtener la mejor resolucion por PFGE estan, por supuesto, en funciéon del
rango de tamano de las moléculas a separar y del enzima de restriccion
seleccionado, pero también intervienen variables técnicas como la duracion y
alternancia de los pulsos eléctricos, el voltaje, la temperatura de la cubeta, el
tiempo de electroforesis, el tampon utilizado o el angulo de reorientacién.

Pulsos: duracion y alternancia. Los sistemas de PFGE consiguen
separar fragmentos grandes de ADN al inducir la reorientacion de las
moléculas mediante cambios periddicos en el campo eléctrico. La duracién de
los campos eléctricos que se alternan determina el tamafo del ADN que puede
separarse. Asi pues, denominamos pulso al campo eléctrico alternante, y su
duracién o intervalo hace referencia a cuanto tiempo esta actuando en una
direccion u otra. Los pulsos pueden durar fracciones de segundo, para separar
moléculas de pocas kb, o pueden durar algo mas de una hora para separar
moléculas mayores de 5 Mb. En general, cuanto mayor es la molécula de ADN,
mayor tiempo de reorientacion se requiere; las moléculas pequefias, que
pueden reorientarse con rapidez invierten gran parte del tiempo del intervalo de
pulso en avanzar a lo largo del gel. Como habitualmente interesa separar un
rango amplio de fragmentos de ADN con distintos tamafos, los sistemas de
PFGE, permiten establecer un incremento progresivo en la duracion de los
pulsos a lo largo de la duracidon total de la electroforesis. Los sistemas
comerciales de PFGE mas utilizados actualmente, establecen una distribucién
lineal de la duracion de los pulsos durante el tiempo de electroforesis.

Voltaje. El gradiente de voltaje es la diferencia entre el potencial eléctrico
de los electrodos, este valor representa la fuerza que conduce el ADN a través
del gel. Por tanto, el gradiente de voltaje debe expresarse en unidades de

voltaje por distancia. Por ejemplo, si la fuente de electroforesis genera un
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voltaje de 180 V a una cubeta en la que los electrodos estan separados 30 cm,
el gradiente de voltaje sera de 6 V/cm. El tamafo del gel utilizado no modifica
este parametro, siempre que la distancia entre los electrodos o el voltaje
aplicado no varie. El uso de distintos voltajes afecta no sélo la distancia de
migracion sino también el rango de tamafios que pueden separarse. Asi, para
obtener una resolucion comparable en geles procesados a diferentes voltajes,
debe modificarse no soélo el tiempo de electroforesis, sino los intervalos de
pulsos para compensar las diferencias en la migraciéon de ADN. Utilizar un
voltaje inferior requiere intervalos de pulso mas largos para obtener resultados
similares. A voltajes bajos, las moléculas de ADN requieren mas tiempo para
reorientarse y avanzar tras la alternancia del pulso eléctrico.

Temperatura de electroforesis. Como se ha mencionado previamente, la
recirculacion del tampdon de electroforesis y el mantenimiento de una
temperatura constante son condiciones indispensables para obtener resultados
reproducibles. Temperaturas entre 12°C y 15°C son las mas habituales. A
medida que la temperatura aumenta, el ADN avanza mas rapido pero
disminuye la resolucién de las bandas en el gel.

Tiempo de electroforesis. Debe intentarse mantener el tiempo minimo de
electroforesis necesario para obtener una resolucion adecuada. En
electroforesis largas la presencia de nucleasas residuales puede contribuir a la
degradacion del ADN, ademas, las bandas pierden definicién en la zona mas
distal del gel.

Tampoén de electroforesis. De la composicion de éste depende la
intensidad de la corriente eléctrica.

Angulo de reorientacién. Como se ha mencionado, por angulo de
reorientaciéon, se entiende el angulo que forman los vectores correspondientes
a los dos campos eléctricos que se alternan. Para obtener una resolucidn

adecuada por PFGE se requieren angulos de reorientacion de mas de 90°.

Criterios para la interpretacion de resultados.
El objetivo final de las técnicas de tipificacion molecular aplicadas al
analisis de brotes de infeccidn, es el poner de manifiesto que los aislamientos
relacionados epidemioldégicamente, lo estan también genéticamente. Es

imprescindible conocer los fundamentos de las técnicas de PFGE y cémo



ciertos cambios genéticos pueden alterar los patrones de bandas obtenidos por
PFGE, para interpretar correctamente los resultados. En una situacion ideal, los
patrones de PFGE de los aislamientos que representan una cepa epidémica
deberian ser idénticos y facilmente diferenciables de los aislamientos
epidemioldgicamente no relacionados. Sin embargo, con frecuencia cambios
genéticos, que ocurren muchas veces de forma aleatoria, alteran el perfil de los
patrones de la cepa epidémica en el curso de un brote.

A la hora de interpretar los patrones de PFGE, debe examinarse la coleccién
completa de cepas a estudiar en busca de un patrén epidémico, que seria el
mas comun entre los aislamientos. A continuacidén todos los otros patrones
deben compararse con éste y a la vez entre si. Es preciso contabilizar el
numero de fragmentos distintos de cada cepa con todas las demas, fragmento
a fragmento (Tenover, 1995). En funcion del numero de diferencias entre dos
patrones clasificaremos a los aislamientos en:

Idénticos: cuando los dos aislamientos presentan el mismo numero de
bandas y éstas tienen aparentemente el mismo tamafio. En este caso ambos
aislamientos representan la misma cepa.

Genéticamente relacionados: cuando el numero de diferencias entre los
dos aislamientos sea inferior o igual a 3. Esto es debido a que un unico cambio
genético, en el mas desfavorable de los casos (mutacion espontanea que
afecte a un lugar de restriccion: creando uno nuevo o haciendo desaparecer
uno ya existente), se traduce en un maximo de tres diferencias entre los
patrones de un aislamiento y su ancestro. En este caso, las dos cepas pueden
considerarse geneéticamente relacionadas (una subtipo de la otra o ambas
derivadas de un ancestro comun) y sus diferencias pueden ser la consecuencia
de los cambios genéticos que se acumulan en las sucesivas generaciones
bacterianas.

Posiblemente relacionados: cuando los cambios entre los dos patrones
pueden ser atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el numero de
cambios puede llegar a ser hasta de 6 (inserciones o delecciones de ADN; o
ganancia o pérdida de lugares de restriccion). Aunque estos aislamientos
puedan también corresponder a una linea evolutiva comun, su relacion
genética no es tan cercana y por tanto, es menos probable su relacién

epidemioldgica.
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No relacionados: Cuando los cambios entre los dos patrones son
atribuibles a tres o0 mas cambios genéticos independientes, lo cual se traduce
en un numero de diferencias entre los dos patrones superior a 6. En este caso
interpretaremos que las dos cepas pertenecen a clones distintos, sin relacion

epidemioldgica.

Indicaciones e inconvenientes de la técnica.

Las técnicas de macrorrestriccion y PFGE se han utilizado para la

tipificacion molecular de un gran numero de especies bacterianas. Son técnicas
que exploran la organizacién del ADN cromosdmico bacteriano bajo la accién
de la digestion por un enzima, por tanto dan informacion general sobre el
genotipo bacteriano y sus cambios mas recientes. En general, sus resultados
han demostrado ser suficientemente discriminativos, con excelente
reproducibilidad y faciles de interpretar cuando se estudian colecciones de
microorganismos aisladas en un periodo de tiempo corto (Tenover, 1994).
Las técnicas de macrorrestriccion y PFGE son de utilidad en la mayoria de
especies bacterianas, sin embargo en algun caso carecen del suficiente poder
de discriminacién (Guallar, 2004). Por esta razén, al emplear la técnica sobre
alguna especie sobre la que no hay experiencia previa, es necesario elegir
cuidadosamente las cepas que utilizaremos como controles (aislamientos no
relacionados epidemiolégicamente con las cepas a estudiar).

Un inconveniente importante es el derivado de la interpretacion de los
patrones de bandas obtenidos, que es subjetiva en la mayoria de los casos, y
de la ausencia de un sistema normalizado que permita cuantificar
uniformemente la distancia genética (Enright, 2000). En un intento por mejorar
la reproducibilidad y comparacion de resultados, varios grupos consensuaron
una estandarizacion del método (Mulvey, 2001; Murchan, 2003). Otro de sus
inconvenientes es que requiere un equipo especializado relativamente caro y
que es una técnica laboriosa que dura 2-3 dias (Arbeit, 1995).

Finalmente, debe recordarse que las técnicas de macrorrestriccion y
PFGE no detectan cambios puntuales en genes ni permiten la observacion
detallada de ciertos elementos genéticos (plasmidos, transposones, secuencias

de insercidn, etc.). Por tanto, para abordar algunos problemas epidemiologicos
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en los que intervengan estas secuencias, se requiere la combinacién con otras

técnicas.

5.3. Analisis del ADN por secuenciacion: Multilocus Sequence
Typing (MLST) .

El MLST es una técnica desarrollada y disefiada para identificar clones
y/o lineas clonales, fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Es un
marcador molecular de aplicacion en epidemiologia global o a largo plazo
(identificacion de grupos poblacionales con independencia de pequefas
variaciones que puedan surgir geografica y/o temporalmente), aunque ha sido
ocasionalmente utilizado para dar respuesta a interrogantes planteados en
epidemiologia local o a corto plazo (caracterizacion de brotes, diferenciacion de
recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos, etc).

El método esta basado en el principio desarrollado en el analisis de
isoenzimas (multilocus enzyme electrophoresis -MLEE-), en el que se estudia
la movilidad electroforética de un numero concreto (generalmente entre 15 y
20) de enzimas metabolicos en geles de almidon o poliacrilamida. Las
variaciones observadas en dichas movilidades se corresponden con
variaciones en el locus o gen codificante de cada enzima. Cada variante es
definida como “variante alélica” y los diferentes alelos de cada uno de los
genes conforman el perfil alélico que a su vez define el tipo electroforético. Esta
medicion “indirecta” del polimorfismo genético se convierte en una medicion
directa en MLST, donde el analisis se basa en la secuencia del ADN de
fragmentos internos de genes “housekeeping” que codifican enzimas
metabdlicos. El hecho de utilizar enzimas metabdlicos, no sometidos a presion
selectiva, permite detectar variaciones neutras que definen lineas clonales
relativamente estables (Coll, 2006; Dominguez, 2005).

El proceso de seleccion de los genes, asi como de los fragmentos
internos de estos no es universal, es decir, este proceso debe ser realizado
para cada especie bacteriana de forma individual. En general, existen regiones
especificas de los genes que son las responsables de la mayor parte de la
variabilidad observada, mientras que el resto del locus presenta un alto grado

de conservacion. Este hecho ha permitido definir en el desarrollo del MLST que
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seria suficiente analizar, de cada gen, solo un fragmento interno de entre 450-
500 pb. Asi, el nivel de variabilidad combinado entre los genes analizados
proporciona un alto grado de discriminacion y permite reducir el numero de loci
0 genes analizados (Enright, 1999).

Desde que éste sistema se describio en 1998 hasta nuestros dias
(Maiden, 1998), el método se ha desarrollado para 11 especies diferentes de
bacterias. En el caso de S. aureus, MLST se aplicé por primera vez en el afio
2000 en un estudio de tipaje y caracterizacion de 155 aislamientos invasivos de
S. aureus (Enright, 2000). Posteriormente, esta técnica se ha aplicado a
numerosos estudios, llegando a la conclusion de que las cepas de SARM
tienen una estructura clonal conservada en comparacién con los S. aureus
sensibles a meticilina, y que un numero pequefio de clones son las que tienen
la capacidad de diseminarse (Oliveira, 2001; Jonhson, 2001). También se han
obtenido datos por MLST que indican que S. aureus tiene un bajo nivel de
recombinacién genética y que la diversificacion clonal se produce mas
frecuentemente por mutaciones puntuales que por procesos de intercambio de
material genético (Fiel, 2003).

MLST ha sido ocasionalmente utilizado para dar respuesta a los
interrogantes planteados en epidemiologia local o a corto plazo (caracterizacion
de brotes, diferenciacion de recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos, etc).
Sin embargo, su poder de discriminacion es muy inferior al que se obtiene con
la aplicacion de otros marcadores como el analisis del ADN mediante

electroforesis en campo pulsante, técnicas de tipificacion por PCR, AFLP, etc.

Es una técnica disefiada para el seguimiento de clones y/o lineas
clonales y es un buen marcador molecular de la epidemiologia a largo plazo.
Por el contrario, es una técnica exigente en cuanto a metodologia y muy cara,

por lo que su uso suele estar restringido a laboratorios de Referencia.
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OBJETIVOS




Las cepas de S. aureus resistente a meticilina comenzaron a
diseminarse por todo el mundo a partir de la década de 1980, constituyendo un
problema de primera magnitud en muchos hospitales, sobre todo en las
unidades de cuidados intensivos. La prevalencia de SARM en Espana ha
aumentado de forma progresiva en las dos Uultimas décadas. Dada la
importancia que presenta este patdgeno para la salud publica y debido a los
cambios epidemiologicos y moleculares que se vienen produciendo, se ha
planteado realizar en Espafia un estudio multicéntrico con los siguientes

objetivos:

1.- Determinacién del porcentaje de resistencia a meticilina en cepas de

Staphylococcus aureus aisladas en diferentes hospitales esparioles durante el
mes de Junio de 2003.

2.- Estudio de la sensibilidad a los antibiéticos de las cepas de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) obtenidas en dicho

estudio. Analisis de los patrones de resistencia antibidtica.
3.- Caracterizacion genotipica de las cepas de SARM. Identificacion de
los clones epidémicos en las distintas Comunidades Autdnomas de Esparia.
4.- Deteccion de los genes de resistencia a macrolidos, lincosaminas y

estreptogramina-B. Estudio de la distribucion de estos genes en los distintos
clones de SARM.

5.- Estudio de Ia produccion de Leucocidina de Panton-Valentine en

todas las cepas de SARM de adquisicion extrahospitalaria y en una seleccion

de cepas de origen nosocomial.
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[VIATERIALES Y METODOS




1. Disefio del estudio

En el marco de la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC), a través de los Grupos de Estudio de Infeccion
Hospitalaria (GEIH) y de Mecanismos de Accion y Resistencia a los
Antimicrobianos (GEMARA), y de la Red Espafola de Investigacion en
Patologia Infecciosa (REIPI), se contactd con los hospitales miembros
invitandoles a participar en un proyecto cuyos objetivos eran la investigacion
sobre aspectos microbiologicos, epidemiologicos, clinicos y terapéuticos de las
infecciones por SARM en hospitales esparnoles. Se requirié la formacion en
cada centro de un equipo investigador integrado, como minimo, por un
microbidlogo y un infectélogo o clinico con dedicacion a las enfermedades
infecciosas; ademas era preferible que otros profesionales como un
preventivista o epidemiodlogo y personal de enfermeria encargado del control de
infecciones pudieran participar en el proyecto.

Se disefid un estudio prospectivo de cohortes, que consistia en recoger
todos los casos nuevos de infeccion o colonizacion por SARM detectados en
los hospitales participantes durante el mes de Junio de 2003. En el proyecto
debian incluirse todos los pacientes nuevos en los que se aislase SARM en

una muestra clinica (una muestra solicitada con la intencion de hacer un

diagndstico etiolégico de un supuesto cuadro infeccioso); no se incluyeron
aquellos pacientes detectados solo a partir de cultivos de vigilancia (ejemplo,
frotis nasales o de piel realizados con la intencién exclusiva de deteccion de
portadores). Tampoco se incluyeron los pacientes que al inicio del mes ya
habian sido detectados como infectados o colonizados por SARM, salvo que la
deteccidn previa del paciente hubiera sido solo debida a la realizacién de un

cultivo de vigilancia.

Se recogieron ademas, aspectos relacionados con las caracteristicas del
centro (anexo 1), métodos microbioldgicos y, de cada uno de los casos,
informacion referente al paciente y su infeccién (en su caso) y los datos
correspondientes a la sensibilidad antibidtica del microorganismo aislado
(anexo 3). En un cuestionario independiente (anexo 2) se recogio la
informacion referente a las medidas de control llevadas a cabo en cada centro.

Las cepas de SARM correspondientes aisladas se enviaron al centro de
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referencia (Laboratorio de Microbiologia, Hospital Universitario de Bellvitge).

Solo se envié un aislado por paciente (preferentemente el primero).

Los pacientes fueron seguidos hasta 30 dias después del dia en que se tomo el
cultivo, o, en caso de que ocurrieran antes, hasta el fallecimiento o el alta (si es
que estaba ingresado).

Los pacientes no ingresados también fueron incluidos. Los datos se recogieron
de la historia clinica (si existe), entrevista con el médico a cargo del paciente y
entrevista con el paciente si es necesario.

Dado que la colonizacion por SARM puede ser persistente, no es posible definir
con precision si la adquisicion de SARM fue nosocomial 6 comunitaria en
pacientes que hayan sido ingresados con anterioridad. Por tanto, se definieron:

- Adquisicion comunitaria: cuando SARM se aislé en las primeras 48
horas de ingreso del paciente, o de un paciente no ingresado, siempre que el
paciente no hubiese sido ingresado o hubiese tenido contacto con el sistema
sanitario durante el afo previo.

- Adquisicion incierta: cuando SARM fue aislado en las primeras 48
horas de ingreso del paciente, o de un paciente no ingresado, que haya estado
ingresado durante el afio previo o haya tenido contacto con el sistema sanitario,
en al menos una ocasion.

- Adquisicion nosocomial: SARM se aisla de un paciente que lleva mas
de 48 horas ingresado.

- Adquisicion nosocomial importada: cuando el paciente haya sido
ingresado directamente desde otro hospital, y SARM se aisle en las primeras

48 horas de ingreso en el nuevo hospital.

Los cuestionarios referentes a los datos generales del hospital (anexo 1)
y particulares en cada caso de infeccidén o colonizacion por SARM (anexo 3) se
incluyen a continuacién. No se incluye el anexo 2, puesto que los aspectos que

analiza quedan fuera del alcance de esta tesis.
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(Anexo 1)
ESTUDIO GEIH-GEMARA-REIPI-SARM 2003. PROTOCOLO DE DATOS DEL HOSPITAL

Nombre del Hospital: ........ccccovveeeieeeiiiiiieeee, Cddigo (no rellenar): .......
Ciudad: ....evveveveeeeieees
Investigadores del centro Servicio e-mail

Tipo de Hospital: [] Comarcal [] General [] Regional []JOtros ...........ccccueee
Poblacién atendida: .........................

Se realizan transplantes: 0 Organos solidos Organos .............

[1 Médula 6sea

[0 Ninguno
Dispone de: [] Unidad de quemados

Camas Ingresos en el mes | Estancias en el mes
de estudio de estudio

Hospital
UCI adultos*
UCI neonatal

UCI pediatrica

Servicios médicos

Servicios quirdrgicos y M-Q

Pediatria (excepto UCI neonatal)

*Si el hospital tiene mas de un tipo de UCI especificarlas en las filas en blanco
En el mes de estudio:
- Senale el N° total de pacientes nuevos en los que se ha aislado S. aureus sensible a
meticilina, excluyendo las procedentes de estudios de colonizacién o vigilancia: ............
- De estos, se consideran de adquisicion comunitaria ............ y nosocomial ............
Si no puede dar este dato por pacientes, entonces indique:
- N° total de aislamientos de S. aureus sensible a meticilina en el mes de estudio
- N° total de aislamientos de S. aureus resistente a meticilina en el mes de estudio

Especifique, marcando con una X, el sistema utilizado en su laboratorio para el estudio de la
sensibilidad en S.aureus y la frecuencia:

Rutina Ocasional

Disco-difusion

E-Test

Microdilucion

Sistemas automatizados
(CUual?: e )

¢ Utiliza algun método, fenotipico 6 genotipico (E-Test, Latex para detectar PBP2a, PCR .....)
para confirmar la resistencia a meticilina en las cepas de S.aureus?

[] Nunca
[ Siempre (Especifique cual ... )
[0 Ocasionalmente (Especifique cual ............ccceeveviiiiiieiiniiiee e )
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(Anexo 3)

ESTUDIO GEIH-GEMARA-REIPI SARM 2003. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS DE
LOS CASOS Y DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE LAS CEPAS DE S.aureus
RESISTENTES A METICILINA (debe rellenarse un protocolo por caso)

Hospital: ... Codigo: .......

1. Identificacién paciente (dos primeras letras de primer apellido, dos primeras letras de
segundo apellido y dos primeras letras del nombre: ...............cccoeeveeeenns Codigo (no rellenar):
2. Edad: .......... [] afos [] meses [] dias Sexo: [H M

3. Enfermedad cronica de base: [] SI [] NO.

[] Diabetes [] Enf. pulmonar crénica [] Insuf. cardiaca

0 Enf. vascular periférica [J Enf. tejido conectivo

[0 Enfermedad hepatica sin complicaciones [] con complicaciones

[1 Accidente vascular cerebral [] Leucemia [] Linfoma

[0 Neoplasia sélida sin metastasis [] Neoplasia sdlida con metastasis

[1 Enfermedad renal moderada o severa [] SIDA

O (=

[] Pié diabético [] Ulcera por presion [] Obesidad mérbida

indice Chalson (no rellenar):

Gravedad de la enfermedad crénica (McCabe): [J No fatal [] Ultimamente fatal
[0 Rapidamente fatal

Y oY AV o 0 L= o (=TT

indice APACHE Il (solo casos de infeccion):

4. Area de hospitalizacion: Unidad O SErviCio: ..........cooouiiiiiiiiiiiiiie e
Adultos: 00 Urgencias [] Médico [ Quirargico [] UCI
Pediatria: 00 Urgencias [] Médico [ Quirargico [] UCI
[0 No ingresado

5. Fecha de cultivo: ........ ... [oiin. Estancia previa al cultivo: ......... dias

6. Tipo de muestra: [] Hemocultivo [] Esputo 6 aspirado bronquial [] Lavado bronquioalvelolar
6 cepillo bronquial telescopado [] Otra respiratoria [] Herida/absceso (Localizacion................. )
[0 Orina [] Catéter [JLCR [JArticular [JOsea [JOtros ....ccccoeeeeeeiieieeeeeeeeeeannnn.

7. Adquisicion de SARM:

[] Comunitaria

[0 Procede de centro socio-sanitario (residencia, asilo, otras).

[1 Nosocomial

[0 Nosocomial importada. Hospital de procedencia ..............ccccceeveeeeee

[] Incierta
[] Ingreso en afo previo [] Hemodialisis u otro tipo de dialisis
[] Visitado en las consultas externas del hospital

8. Factores extrinsecos (presentes el dia de la toma de la muestra):

[0 Catéter venoso: [] central [] periférico[] Catéter arterial [] Sonda urinaria

[0 Sonda nasogastrica (aspiracion) [] Sonda nasogastrica (alimentacion)

[1 Ventilacidon mecanica invasiva [0 Alimentacion parenteral

0 Cirugia Localizacion: [J Craneal [] Cabeza-Cuello-ORL [] Térax [] Abdominal
[1 Miembros [] Otras

[1 Hemodialisis [] Dialisis peritoneal

JOtros ....oooevvveeeeeieeeeeeii,
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9. ¢ Habia tenido aislamiento de SARM este paciente con anterioridad?
00 SI (J ingreso actual [J Ingreso previo en nuestro centro [] En otro centro) [J No

10. Antibioterapia previa a la toma del cultivo: [] SI [J NO
- Ingresados (recoger todos los que haya recibido durante >24 horas durante el ingreso
hasta la fecha del cultivo):

- No ingresados (recoger todos los que haya recibido en los ultimos dos meses): Si este
dato es imposible, anotar al menos si ha tomado algun antibiético en ese periodo.

11. Aspectos clinicos:
[1 Colonizacién [] Infeccion. Tipo de infeccion: Especificar .............cccoooviiiiiiiicccennn.

Segun criterios de los CDC: (sefialar uno, aunque esté relacionado con la cirugia)
[0 Neumonia [] Otras infecciones respiratorias (especificar)...........cccccevveeiiiiiiiiiinnis
[0 Meningitis [] Infeccién del tracto urinario

[0 Bacteriemia primaria [] por catéter (segura 6 probable)

[0 Endocarditis [] Artritis [] Osteomielitis [] Piel y tejidos blandos

O 1 TSRS

Si ademas la infeccion esta en relacion con cirugia: [] Inf. de localizacion quirdrgica:
[ incision—superficial [] incision-profunda [] érgano/espacio (especificar) .................

Clinica:

[] T? maxima el dia de la toma de la muestra: ........... °C

[0 Sepsis [] Sepsis grave [] Shock séptico

[] Bacteriemia secundaria [] Foco secundario [] Endocarditis

[0 Otras compliCaciones: ..........coooveeciiiiiiiiieeiee e
En caso de bacteriemia: se realizé ecocardiograma [0 SI (OTT 0 TE)[J NO
En caso de infeccion de catéter vascular: se retir6 el catéter: [] Si[] No

12. Tratamiento antimicrobiano sistémico:
- Empirico (antes de conocer etiologia y sensibilidad):
[0 Apropiado [] No apropiado

Antimicrobiano Via (IV, IM, oral) | Dosis Dia inicio Dia final

- Dirigido (tras conocer sensibilidad):
[0 Apropiado [] No apropiado

Antimicrobiano Via (IV, IM, oral) | Dosis Dia inicio Dia final

13. Tratamiento de descolonizacion: [] S| (especificar antimicrobiano: ....................... ) 0 NO

14. Pronéstico (al alta 6 a los 30 dias de hospitalizacion si sigue ingresado)
Recidiva: [J SI [J NO
Muerte: ] SI ([ relacionada con la infeccion) [J] NO

Estancia posterior a la toma de la muestra: ............ dias
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15. Sensibilidad antibiética del aislamiento (a los antibiéticos estudiados por el centro

participante):

o ] mm mg/L
Antimicrobiano ) L SO6R ) o SO6R
(disco difusién) (microdilucion, Etest, otros)

Penicilina

Oxacilina

Eritromicina

Clindamicina

Cotrimoxazol

Cloramfenicol

Gentamicina

Tobramicina

Amikacina

Tetraciclina

Rifampicina

Ciprofloxacina

Levofloxacina

Vancomicina

Teicoplanina

Mupirocina

Quinupristina/
Dalfopristina

Linezolid
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2. Identificacion bioquimica de los aislamientos recibidos
Todas las cepas SARM recibidas fueron identificadas con un numero e
introducidas en una base de datos. Se pasaron a placas de agar sangre y agar

manitol para confirmar la pureza de los cultivos.

En todas las cepas recibidas se confirmo la identificacion mediante:

- Prueba de la Catalasa.

- Aglutinacion: el reactivo de aglutinacion (Pasteurex®Staph-plus,
BioRad) utiliza particulas de latex rojas sensibilizadas con fibrinbgeno para la
deteccion de la coagulasa fija 6 clumping factor, caracteristica de S. aureus.
También esta compuesto de inmunoglobulinas IgG que detectan la proteina Ay
de anticuerpos monoclonales anticapsulares que detectan los polisacaridos
capsulares de S. aureus.

- DNAsa: permite conocer si los microorganismos tienen el enzima
desoxirribonucleasa capaz de degradar las moléculas de DNA existentes en el
medio de cultivo con agar. Esto se pone de manifiesto al afadir acido
clorhidrico (CIH) a la superficie del medio, en el que se observa un halo
transparente alrededor del crecimiento del microorganismo con actividad
DNAsa, quedando opaco el resto de la placa. Esta prueba se utiliza para
diferenciar las especies de S. aureus, productoras del enzima
desoxirribonucleasa, de otras especies de este género que no la producen.

- Coagulasa: enzima extracelular libre producido por algunos
microorganismos capaz de coagular el plasma. Es una de las pruebas
definitivas para la identificacion de S. aureus, el cual posee actividad coagulasa,
a diferencia de otras especies estafilocdcicas. Para realizar esta técnica se
utilizé un reactivo constituido por plasma de conejo citratado (BioMérieux). Se
mezclan 0,5ml del plasma con 0,5ml del caldo de un cultivo de estafilococo, se
incuba a 37°C durante 4h y se lee el resultado visualmente. Si el resultado es
negativo, se deja en la estufa hasta las 24h. La prueba es positiva si se
observa formacion de coagulo.

Una vez que estuvo completa la identificacion bioquimica de las cepas,
éstas se congelaron en un medio de glicerol a - 20° C para evitar posibles

contaminaciones y permitir continuar su caracterizacion fenotipica y genotipica.

73



3. Estudio de la sensibilidad antibiética

El estudio de la sensibilidad de las cepas recibidas se realizé mediante
el método de disco difusion en agar basado en la técnica de Kirby-Bauer
siguiendo las normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
anteriormente National Comittee for Clinical Laboratory Standards o NCCLS)
(NCCLS, 2000). Se prepar6é un inoculo con una turbidez 0,5 de la escala
McFarland a partir de un cultivo joven y se sembré en placas agar de Mueller-
Hinton de forma homogénea por toda la superficie. Se dejaron secar durante
10-15 minutos y posteriormente se colocaron los discos (Becton Dickinson)
impregnados de antibidtico a concentraciones ya estandarizadas. Después de
24h de incubacion a 35°C, se realizé la lectura de los halos de inhibicion que
aparecian alrededor de los discos, interpretdndolos segun los criterios
establecidos por el CLSI (NCCLS, 2004) (Figura 3.1).

Los antibidticos utilizados fueron: Penicilina (10 Ul), Oxacilina (1ug),
Eritromicina (15 pg), Clindamicina (2 pg), Cotrimoxazol (trimetroprim 1,25 ug
/sulfametoxazol 23,75ug), Cloranfenicol (30 ug), Gentamicina (10 ug),
Tobramicina (10 ug), Tetraciclina (30 pg), Rifampicina (5 pg), Ciprofloxacino (5
ug), Vancomicina (30 ug), Teicoplanina (30 pg), Mupirocina (5 ug), Ac. Fusidico
(10 pg), Sinercid (15 pg) y Linezolid (30 ug).

A cada una de las cepas SARM se le asigné un patron de resistencia
antibidtica (PR) codificado por un numero, en funcion de los antibidticos no
beta-lactamicos a los que la cepa fuera resistente, asi por ejemplo, las cepas
con PR1 fueron aquellas que presentaban resistencia a oxacilina, eritromicina,
clindamicina, tetramicina, gentamicina, tobramicina, rifampicina y ciprofloxacino,
las cepas con PR2 fueron resistentes a oxacilina, eritromicina, clindamicina,
tobramicina y ciprofloxacino. Estos perfiles de resistencia nos permiten obtener
una relacion de los diferentes fenotipos que comprenden las cepas SARM

recibidas.

74



Figura 3.1- Antibiograma de S.aureus realizado mediante disco-difusion para los siguientes
antibioticos: penicilina, oxacilina, eritromicina, cotrimoxazol, cloranfenicol,
gentamicina, tobramicina, tetraciclina, rifampicina, vancomicina, ciprofloxacino y

mupirocina.

La resistencia a macrolidos y lincosamidas se detecto utilizando discos
de eritromicina (15ug) y de clindamicina (2ug) colocados, en una placa de
Mueller-Hinton previamente inoculada, con una distancia de 15-25 mm entre los
bordes de ambos discos (CLSI, 2004). Después de 24h de incubacion a 35°C
las zonas de inhibicién fueron interpretadas segun su tamafo y forma, con el fin
de detectar cualquier aplanamiento de la forma en la zona de la clindamicina
(D-Zona), indicando resistencia inducible. Hecho que nosotros interpretamos
como clindamicina resistente. Si por el contrario, no se producia un efecto D-
zona, consideramos que la cepa era sensible o resistente a clindamicina en

funcién del tamafo de los halos de inhibicién (figura 3.2).

(A) (B) (C)

Figura 3.2- Test de induccion del disco de clindamicina (Clin) al ponerlo proximo al disco de

eritromicina (Eri). (A) Resistencia constitutiva a clindamicina. No se observa zona
de inhibicién alrededor de ninguno de los dos discos. (B) Ausencia de resistencia
inducible a clindamicina. El disco de clindamicina es sensible y no esta inducido
por la eritromicina. (C) Presencia de resistencia inducible a clindamicina. La zona
de clindamicina adyacente al disco de eritromicina presenta una zona de

inhibicién (efecto D-zona).
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El estudio de sensibilidad para la estreptogramina B se realiz6 utilizando
discos de estreptogramina B (25 ug) para los que se utilizd sustancia valorada.
Cosideramos como resistentes aquellas cepas que presentaban un halo de
inhibicion £19mm, segun estudios de Andrews, et al (Andrews, 1999)

Las cepas de SARM que presentaron resistencia a mupirocina por el
método de disco-difusion se les determind la CMI mediante el método de la tira
de E-test (AB BIODISK). En funcion de la CMI obtenida fueron consideradas
como aislamientos con bajo nivel de resistencia a mupirocina aquellos que
presentaron una CMI en el rango de 8 a 256 ug/mL y aislamientos con alto
nivel de resistencia aquellos cuya CMI fue >256 ug/mL (Gilbart, 1993; Finlay,
1997).

La deteccion de cepas con sensibilidad disminuida a glucopéptidos
(GISA) se realizé utilizando placas de agar de Mueller-Hinton con 2ug/mL de
vancomicina a las que se inoculd con una suspension de 0,5 McFarland,
realizandose una lectura a las 24 y 48h de incubacién a 37°C. A las cepas que
crecieron en este primer cribaje se les determin6é la CMI a vancomicina y
teicoplanina mediante E-test siguiendo las recomendaciones del EARSS
(European antimicrobial resistance surveillance system). Asi, se inocularon
placas de agar de infusién de cerebro-corazén (BHI —Brain Heart Infusion-) con
una densidad de 2 McFarland donde se aplicaron las tiras de E-test de
vancomicina y teicoplanina y se dejaron incubar a 37°C. A las 24h y a las 48h
se procedid a su lectura segun los criterios de interpretaciéon del EARSS. Las
cepas estudiadas se consideraron GISA si la CMI de teicoplanina es =212ug/mL
0 teicoplanina =8ug/mL y vancomicina 28ug/mL (EARSS, 2005). Las cepas que
crecieron en vancomicina de 2ug/mL también fueron sometidas a un cribaje
utilizando placas de agar de BHI conteniendo vancomicina de 6ug/mL, segun
recomienda el CDC (CDC, 2004). La cepa control utilizada para el cribaje de
GISA fue S.aureus ATCC 700698 (Mu 3).
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4. Confirmacion de la resistencia a meticilina

La confirmacion de la resistencia a meticilina se realizé en todas las
cepas una vez que éstas estuvieron identificadas bioquimicamente y se
conocia su sensibilidad antibiética por disco-difusién. La técnica utilizada para

confirmar la presencia del gen mecA fue la técnica de PCR.

4.1. Técnica de PCR para deteccion del gen mecA

La sintesis de PBP2a esta codificada por el gen mecA, que se encuentra
en el cromosoma de las cepas estafilococicas resistentes a meticilina. La
técnica de eleccion para la deteccion del gen mecA es la amplificacion
mediante una reaccion de PCR. Para realizar ésta técnica se utilizaron cuatro
iniciadores, dos que son complementarios del gen mecA (mecA-1 y mecA-2) y
otros dos que son complementarios de una secuencia universal de DNA
ribosomal (Rib-1 y Rib-2) y que actuan como control interno de la reaccion de
amplificacion (Tabla 1.1) (Geha, 1994).

Tabla 1.1. Secuencias de los iniciadores que amplifican el gen mecA.

POSICION EN TAMANO

INICIADOR  secuENCIA GEN mecA  AMPLIFICADO
mecA-1 5 GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA3  318-342
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 310 pb
MecA-2 5 CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTAA 3 603-627
POSICION EN TAMARO
INICIADOR  gecyencia 16SrRNA AMPLIFICADO
- 5 GGA ATT CAA A(T/G,1:1)G AAT TGA CGG 911.930
...................................................................................... Geecy T emhee
b 5'CGG GAT CCC AGG CCC GGG AAC GTA 1"
TTC AC 3

La técnica consta de tres partes: extraccion del DNA, amplificacion del DNA e

interpretacién de los resultados.
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Las cepas control utilizadas para la realizacion de esta técnica fueron:
- Control positivo: S. aureus resistente a meticilina ATCC 700698 (Mu
3)

- Control negativo: S. aureus sensible a meticilina ATCC 29213.

Extracciéon del DNA

Para la extraccion del DNA cromosomico se partié de cepas de S.
aureus de cultivo joven. Las colonias se resuspendieron en 100 uyl de una
solucioén de lisis formada por: 6 mM Tris-HCI pH8, 1 M NaCL, 0,1 M EDTA pHS8,
0,2% desoxicolato sédico y 0,5% sarcosil, junto con los enzimas liticos,
lisoestafina y lisozima, a concentraciones de 25 ug/ml y 50 ug/ml
respectivamente. Esta suspension se incubé a 37°C durante 30 minutos y
posteriormente 5 minutos a 95°C. La solucion de lisado se diluyé 1/100 en TE
(10 mM Tris-HCI pH8, 1TmM EDTA pH8), y de ésta, se tomaron 5 pl como DNA

molde para la reaccion de amplificacion.

Amplificacion del DNA

La reaccion de amplificacion del DNA se llevé a cabo con un equipo
termociclador Perkin Elmer modelo 9600 y con el enzima Ampli Taqg Gold
(Applied Biosystems). En cada reaccion se utilizaron los siguientes
componentes: tampén de PCR a una concentracion de x1, MgCl, a 1,5 mM,
dNTPs a 250 pyM, los iniciadores del gen mecA (mecA-1 y mecA-2) se utilizaron
a una concentracion de 50 pm y los iniciadores del control interno de
amplificacion (rib1 y rib2) a una concentracién de 5 pm . A la mezcla se le
afiadieron 2 unidades de TagDNA polimerasa y 5 pyl del DNA molde y
finalmente se le anadié agua hasta completar un volumen final de 50 pl.

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: 12 minutos
para la desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 30 ciclos de amplificacion
(45 segundos para desnaturalizar a 94°C, 45 segundos para la hibridacion a
55°C y 1 minuto a 72°C para el proceso de extensidn), y una ultima fase de

extension de 2 minutos a 72°C y posterior enfriamiento hasta 4°C.
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Deteccion e Interpretacion de los resultados

Los fragmentos de DNA amplificados fueron separados mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en 0,5xTBE (50 mM Tris, 50 mM acido
borico y 0,2 mM EDTA pH8) a 120 voltios durante 60 minutos. El gel fue
cargado con 10-20 ul de producto amplificado y un control de peso molecular
de 1 kb. Se tind con bromuro de etidio durante 30 minutos. La visualizacién de
los amplificados se realizd sobre un transiluminador de luz ultravioleta.

Las cepas que tienen el gen mecA, en el producto de PCR se observa
una banda de 310 pb (Figura 4.1). El control interno de amplificacion se
visualiza como una banda de 479 pb, ésta banda debe estar presente en todas

las reacciones para que la técnica se pueda validar.

1 kb

500 pb 16S rRNA

mecA

Figura 4.1- Resultado de PCR del gen mecA. Los carriles 1, 2 y 4 muestran dos bandas, la
superior se refiere al control interno (479 pb) y la inferior a la amplificacién del gen
mecA (310 pb). El carril 3 s6lo muestra amplificacion del control interno y el carril

5 no muestra ninguna amplificacion.
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5. caracterizacion genotipica

La caracterizacion genotipica de las cepas SARM se realiz6 mediante
las técnicas de: electroforesis en campo pulsatil (ECP), Multilocus Sequence
Typing (MLST) y andlisis del polimorfismo asociado al cassette cromosémico
estafilococico que contiene al gen mecA (Staphylococcal cassette chromosome

mec, SCCmec).

5.1. Electroforesis en campo pulsatil

El analisis del genotipo de las cepas SARM mediante electroforesis en
campo pulsatil (ECP) se llevé a cabo en todas las cepas recibidas en el centro
de referencia. Para la realizacién de esta técnica son necesarias tres fases: 1)
Extraccién del DNA cromosémico bacteriano, 2) Restriccion del DNA utilizando
enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte, y 3) Separacién de los

fragmentos obtenidos mediante un sistema especial de ECP.

5.1.1. Extraccion de DNA

Para la obtencion del DNA cromosémico se partio de cultivos de S.
aureus de crecimiento reciente en un medio de agar sangre. Las colonias
contenidas en un asa de cultivo se resuspendieron en 200ul de tampoén PIV
(0,01mM Tris-HCI pH8, 1 M NaCL). De esta suspension se anadieron 5 pl en
1ml de PIV y se midio, en un espectrofotdmetro, la densidad éptica (DO) a una
longitud de onda de 620 nm, obteniendo asi el volumen de PIV necesario (*) en
el que se tiene que diluir cada muestra para que todas tengan la misma

concentracion (DOg20=5).
(*) VOld" = (OD620X 40 x 210) -210

A continuaciéon se mezclaron, a partes iguales, el indculo y una solucién
de agarosa de bajo punto de fusion (Megabase Agarose, BioRad) al 1,5% y se
dispensaron gotas de 20 ul. Se dejaron solidificar durante 5 minutos a -20°C y
10 minutos a temperatura ambiente, obteniendo asi un indculo bacteriano

estandar incluido en los moldes de agarosa correspondientes.
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Una vez que los moldes de agarosa estuvieron solidificados se pasaron
a unos tubos con tampén de lisis (6 mM Tris-HCI pH8, 1 M NaCL, 0,1 M EDTA
pH8, 0,2% desoxicolato sddico y 0,5% sarcosil, 50 ug/ml lisoestafina, 100 ug/mi
lisozima y 50 ug/ml RNAsa). Se incubaron a 37°C durante 5h, pasadas las
cuales la solucion de lisis fue sustituida por una solucion de proteinasa-K,
compuesta de ES (0,5 M EDTA pH9, 1% sarcosil) y 1mg/mL de proteinasa-K.
En esta solucién los discos de agarosa se incubaron 18h a 50°C.

Posteriormente los discos se lavaron con TE (10 mM Tris-HCI pH8, 1
mM EDTA pH8) en agitacién (4 lavados de 30 minutos) para eliminar las

impurezas, y se conservaron a 4°C para su posterior uso.

5.1.2. Restriccién del DNA

La digestion enzimatica del DNA se produce en el mismo disco de
agarosa ya que el enzima de restriccion difunde a través de él. Se utilizan
endonucleasas de baja frecuencia de corte, lo que permite digerir el DNA
cromosomico en fragmentos grandes. La digestion se llevd a cabo en un
volumen de 40 ul de una solucién de restriccion compuesta por: el tampdn de
restriccion preSma (6 mM Tris pH8, 20 mM KCI, 6 mM MgCL2, 3,15 ul de 2-
mercaptoetanol), el enzima Smal (New England Biolabs, lIzasa) a 10 unidades
por reaccion y la albumina bovina sérica (BSA) a 016 pg por reaccion. Los
discos de cada una de las cepas de SARM se mantuvieron en restriccion a
25°C durante 18h.

5.1.3. Electroforesis de los fragmentos de restriccion e
interpretacién de resultados

Para la electroforesis se utilizaron geles de agarosa al 1% en un buffer
TBE al 0,5x (890 mM Tris, 890 mM Acido bdrico, 20 mM EDTA pH 8). En los
carriles de los extremos del gel se depositaron marcadores de peso molecular
(Lambda Ladder PFGE Marker, New England Biolabs, Izasa). La electroforesis
se llevd a cabo en el sistema CHEF-DRIII (BioRad), utilizando como tampdn
TBE al 0,5x. Las condiciones de electroforesis fueron: Para su puesta en
marcha se programo6 con las siguientes condiciones: distribucién lineal de

pulsos entre 1 y 30 segundos durante 23h, con un voltaje de 6V/cm y una



temperatura de 14°C. Una vez que los ciclos habian finalizado, los geles se
tineron con bromuro de etidio durante 30m y se observaron bajo luz ultravioleta,
captando la imagen mediante foto o camara digital.

Cada cepa esta definida por un patron de bandas de restriccion La
interpretacion de los diferentes patrones de banda obtenidos, se realizd
siguiendo los criterios de Tenover, con objeto de conocer la relacion existente
entre las cepas analizadas y poder discernir entre tipos y subtipos (Tenover,
1995). Asi, cuando una cepa de SARM diferia del resto en mas de tres bandas
se le asignd un genotipo propio expresado mediante letras; si el numero de
bandas era de tres 0 menor se le consideré un subtipo y se expresd con un

subindice numérico (ej. genotipo P, significa genotipo P subtipo 2).

5.2. Multilocus Sequence Typing -MLST-

MLST es una técnica desarrollada por Enright y Spratt, en 1998 (Enright,
1999). Consiste en el analisis mediante secuenciacion del ADN de fragmentos
internos de ~450-500 pb de 7 genes codificantes de distintos enzimas
metabdlicos bacterianos (“housekeeping genes”). En el caso de estafilococos,
se utilizan los fragmentos internos de los siguientes genes: arcC, aroE, gIpF,
gmK, pta, tpi, yqiL (carbamato kinasa, shikimato deshidrogenasa, glicerol
kinasa, guanilato kinasa, fosfato acetiltransferasa, triosefosfato isomerasa y
acetil coenzima A acetiltransferasa, respectivamente). Para su realizacion son
necesarias tres fases: 1) Extraccion del DNA cromosoémico bacteriano, 2)

Amplificacién de los genes metabdlicos, y 3) Reaccién de secuenciacion.

Las cepas control utilizadas en la técnica del MLST fueron las siguientes
(Cedidas por H. De Lencastre. The Rockefeller University, New York, USA):

- ATCC BAA-44 (clon ibérico; SCCmec tipo | A; ST247)

- ATCC BAA-41 (clon Nueva York /Japon; SCCmec tipo Il; ST5)

- ATCC BAA-39 (clon hungaro; SCCmec tipo Ill; ST239)

- ATCC BAA-43 (clon brasileiio; SCCmec tipo Il A; ST239)

(
(
(
- ATCC BAA-42 (clon pediatrico; SCCmec tipo IV; ST5)
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5.2.1. Extraccion de DNA

Para la extraccion del DNA cromosomico se parti6 de cepas de S.
aureus de un cultivo joven en agar sangre. Las colonias se resuspendieron en
100 ul de una solucion de lisis formada por: 6 mM Tris-HCI pH8, 1 M NaCL, 0,1
M EDTA pH8, 0,2% desoxicolato sédico y 0,5% sarcosil, junto con los enzimas
liticos, lisoestafina y lisozima, a concentraciones de 25 ug/ml y 50 ug/mi
respectivamente. Esta suspensién se incubé a 37°C durante 30 minutos y
posteriormente 5 minutos a 95°C. La solucion de lisado se diluyé 1/100 en TE
(10 mM Tris-HCI pH8, 1TmM EDTA pH8), y de ésta, se tomaron 5 pl como DNA

molde para la reaccion de amplificacion.

5.2.2. Amplificacién de los genes metabdlicos

La reaccién de amplificacion de los fragmentos internos de los 7 genes
se llevd a cabo con un equipo termociclador Perkin Elmer modelo 9600 y con
el enzima Ampli Tag Gold (Applied Biosystems). En cada reaccién se utilizaron
los siguientes componentes: tampon de PCR a una concentracion de x1, MgCl,
a 1,5 mM, dNTPs a 250 uM, los iniciadores de cada uno de los genes, descritos
en la tabla 5.1 (Enright, 2000), se utilizaron a una concentracion de 85 pm , en
reacciones de amplificacion separadas. A la mezcla se le afadié 1 unidad de
TaqgDNA polimerasa y 5 ul del DNA molde y finalmente se le afiadié agua hasta
completar un volumen final de 50 pl. Las condiciones para la amplificacion
fueron las siguientes: 12 minutos para la desnaturalizacion a 94°C, 30 ciclos de
amplificacion (1 minuto para desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto para
hibridacién a 55°C y 1 minuto a 72°C para el proceso de extension), y se
termindé con una ultima fase de extension de 2 minutos a 72°C y posterior

enfriamiento hasta 4°C.
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Tabla 5.1- Secuencias de los iniciadores que amplifican cada uno de los 7 genes metabolicos

que permiten secuenciar el ADN del S. aureus.

TAMANO
GEN INICIADOR SECUENCIA
AMPLIFICADO
arcC-Up 5" TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 3’
= T o] OO 456 pb
arcC-Dn 5" AGGTATCTGCTTCAATCAGCG 3’
"""""""""""""""""""" aroE-Up 5 ATCGGAAATCCTATTTCACATTC3
= 1o =S 456 pb
aroE-Dn 5" GGTGTTGTATTAATAACGATATC 3’
"""""""""""""""""""" gpF-Up 5 CTAGGAACTGCAATCTTAATCC3
Lo o OO 465 pb
glpF-Dn 5" TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 3
"""""""""""""""""""" gmk-Up 5 ATCGTTTTATCGGGACCATC3
o 1.1 GO 429 pb
gmk-Dn 5" TCATTAACTACAACGTAATCGTA 3’
"""""""""""""""""""""" pta-Up 5 GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG3
0 € T 474 pb
pta-Dn 5" GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 3
- tpilp 5 TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA3
1 )OO0 402 pb
tpi-Dn 5" TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 3’
- ygik-Up 5 CAGCATACAGGACACCTATTGGC 3
VUL e eeeeee e eeeeneee s eeeeseneneenes 516 pb

yqiL-Dn 5" CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 3’

acC: carbamato kinasa,; aroE: shikimato deshidrogenasa; glpF: glicerol kinasa; gmK: guanilato
kinasa; pta: fosfato acetiltransferasa; tpi: triosefosfato isomerasa; yqiL: acetil coenzima A

acetiltransferasa.

Purificacion de los fragmentos de DNA: Los productos de PCR fueron
purificados mediante el sistema de QIAquick (Qiagen, lzasa), segun
instrucciones del fabricante.

Tras la amplificacion y purificacion se realizd una electroforesis en gel de

agarosa con 5ul de cada muestra para comprobar la intensidad de las bandas.

5.2.3. Secuenciacion de los genes metabdlicos

La reaccidon de secuenciacion de los productos de PCR purificados se
realizd en placas de microtitulacién, en un volumen de 20 pl . Para cada gen a
estudiar se desarrollaron dos reacciones de secuenciacion, una para cada
hebra de ADN, en una de estas reacciones se utilizo el iniciador 3’-5’ y en la
otra el complementario 5’-3’. Se utilizaron los mismos iniciadores que para la

amplificacion pero diluidos, alcanzando una concentracion final en la reaccién
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de 4 pm. Se anadieron 3 ul de la mezcla BigDye v3.1 “Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems) y entre 5 y 7 pl del
producto de PCR en funcién de la intensidad de la banda obtenida. Se
completd la reaccidn con agua hasta alcanzar un volumen final de 20 ul. La
reaccion se llevdo a cabo con un equipo termociclador Perkin ElImer modelo
9600 con las siguientes condiciones: 24 ciclos de amplificacién (96°C durante
10 segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C durante 2 minutos) y una fase

de enfriamiento a 4°C.

Purificacion de la reaccion de secuenciacion: Para ello se prepar6é una
solucién con 2 pl de 3M de NaOAc, p"4.6 y con 50 ul de etanol 100% para
cada uno de los pocillos de la placa y se centrifugé a 3800 rpm durante 20
minutos, posteriormente se elimind el sobrenadante de cada pocillo y se volvio
a colocar la placa en la centrifuga pero de forma invertida y sobre un papel
absorbente o de filtro durante 2 minutos a 1000 rpm, para eliminar los posibles
restos de etanol. Seguidamente, se dispensaron 150 pl de etanol al 70% en
cada pocillo centrifugandose nuevamente a 3800 rpm durante 5 minutos y se
repitid el proceso de eliminacion del sobrenadante y residuos de etanol.
Finalmente se resuspendid el pellet con 20 ul del disolvente formamida a cada
pocillo y se sometio a un proceso de desnaturalizacion a 95°C durante 2
minutos. Una vez finalizado este proceso, la placa se secuencid en un

secuenciador automatico modelo Abi Prism (Applied Biosystems).

5.2.4. Analisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias y tras identificar los cambios
nucleotidicos, inserciones y delecciones que pudieran haberse producido en las
cepas estudiadas, se compararon estas secuencias con las secuencias
pertinentes almacenadas en la pagina web www.mlst.net. Asi, para cada gen
se obtuvo un alelo, y el perfil alélico de las cepas configuré el tipo secuencial

correspondiente (Sequence Type, ST).

85



5.3. Anadlisis del polimorfismo asociado al cassette cromosémico
estafilocécico que contiene al gen mecA (Staphylococcal cassette

chromosome mec, SCCmec)

El gen mecA que codifica la resistencia a meticilina forma parte de un
elemento genético denominado Staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec).

La estructura genética del SCCmec esta compuesta por el gen mec,
genes ccr y otros elementos genéticos adicionales como son plasmidos,
transposones y secuencias de insercion, que codifican determinadas
resistencias antibidticas. En funcion de la presencia o no de algunos de estos

elementos, se caracterizan los diferentes tipos de SCCmec (I-V).

La identificacién de los tipos de SCCmec y sus variantes se realizo
mediante la amplificacion por PCR de algunos de los elementos mas
caracteristicos de cada uno de los tipos SCCmec, segun lo descrito por Oliveira
et al (Oliveira, 2002).

Se amplificaron, por separado ocho /loci distintos (A-H). EI gen mecA se

utilizé como control interno de la reaccidén de amplificacion (Tabla 5.2) (Oliveira,
2002).
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Tabla 5.2. Secuencias de los iniciadores que amplifican cada uno de los locus que integran el
SCCmec. Tipo de SCCmec que identifican.

TAMANO TIPO
LOCUS INICIADOR SECUENCIA
AMPLIFICADO SCCmec
CIF2 F2
B e T 495 pb I
CIF2 R2
"""""""""""""""" KDPF1 5 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 3
B e e e 2, 284 pb Il
KDP R1
"""""""""""""""" MECIP2 & ATCAAGACTTGCATTCAGGC R
G e T T, 209 pb I, 1
MECI P3
"""""""""""""""" DCSF2 & CATCCTATGATAGCTTGGTC 3
D e T 342 pb [ [ AV
DCS R1
"""""""""""""""" RIFAF3 5 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 3
B e T 243 pb 1
RIF4 R9
""""""""""""""" RIFSF10 5 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG ¥
F o e e e T 414 pb 1
RIF5 R13
U IS431P4 5 CAGGTCTCTTICAGATCTACG 3
G e L T, 381 pb 1A
pUB110 R1
IS431 P4 5 CAGGTCTCTTICAGATCTACG 3
................................................................................................................................... 303 pb A
pT181 R1
mecA-1 Control
MECA e NN NS 310 pb
5 CCAATT CCACATTGT TTC GGT Interno
mecA-2

CTAAZ

Locus A: corresponde al gen CIF, se encuentra situado por debajo del gen pls. Locus B: es
interno al operdn kdp. Locus C: es interno al gen mecl (secuencia inhibidora del mec). Locus D:
es interno a la regién dcs. Locus E: corresponde al gen RIF4, se encuentra situado entre la
region integrada por el plasmido pl258 y el transposén Tn554. Locus F: corresponde al gen
RIF5, se encuentra situado entre la region del Tn554 y la unién cromosémica (orfX). Locus G:
situado en la unién izquierda entre 1S431 y pUB110. Locus H: situado en la union izquierda
entre 1S431 y pT181.

La técnica consta de tres partes: extraccion del DNA, amplificacion del

DNA e interpretacion de los resultados.
Las cepas control utilizadas en la técnica del MLST fueron las siguientes

(Cedidas por H. De Lencastre. The Rockefeller University, New York, USA):
- ATCC BAA-44 (clon ibérico; SCCmec tipo | A; ST247)
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- ATCC BAA-41 (clon Nueva York /Japon; SCCmec tipo Il; ST5)
- ATCC BAA-39 (clon hungaro; SCCmec tipo Ill; ST239)

- ATCC BAA-43 (clon brasilefio; SCCmec tipo Il A; ST239)

- ATCC BAA-42 (clon pediatrico; SCCmec tipo IV; ST5)

5.3.1. Extraccién del DNA

Para la extraccion del DNA cromosomico se partié de cepas de S.
aureus de cultivo joven en placas de agar sangre. Las colonias se
resuspendieron en 100 pl de una solucion de lisis formada por: 6 mM Tris-HCI
pH8, 1 M NaCL, 0,1 M EDTA pH8, 0,2% desoxicolato sddico y 0,5% sarcosil,
junto con los enzimas liticos, lisoestafina y lisozima, a concentraciones de 25
ug/ml y 50 ug/ml respectivamente. Esta suspensién se incubd a 37°C durante
30 minutos y posteriormente 5 minutos a 95°C. La solucion de lisado se diluyé
1/100 en TE (10 mM Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pH8), y de ésta, se tomaron 5 ul

como DNA molde para la reaccion de amplificacion.

5.3.2. Amplificaciéon del DNA

La reaccion de amplificacion del DNA se llevé a cabo con un equipo
termociclador Perkin Elmer modelo 9600 y con el enzima Ampli Taqg Gold
(Applied Biosystems). En cada reaccion se utilizaron los siguientes
componentes: tampon de PCR a una concentraciéon de x1, MgCl, a 2 mM,
dNTPs a 25 uM, los iniciadores del locus A se utilizaron a una concentracion de
65 pm para el primer CIF2 F2 y de 75 pm para el primer CIF2 R2, en el locus B
(KDP F1 y KDP R1) ambos iniciadores se utilizaron a una concentracion de 29
pm, en el locus C (MECI P2 y MECI P3) la concentracion de ambos iniciadores
fue de 81pm, en el locus D la concentracion fue de 77 pm para el primer DCS
F2 y 63 pm para el primer DCS R1, en el locus E (RIF4 F3 y RIF4 R9) la
concentracion utilizada de ambos iniciadores fue de 34 pm, en el locus F (RIF5
F10 y RIF5 R13) se utilizé una concentracion de 66 pm de ambos iniciadores,
en el locus G la concentracion fue de 75 para el primer 1S431 P4 y de 65 para
el primer pUB110 R1, y los iniciadores del locus H se utilizaron a una
concentracion de 75 para el primer 1IS431 P4 y de 70 pm para el primer pT181
R1. Para los iniciadores del control interno de amplificacion (mecA-1 y mecA-2)

se utilizé una concentracion de 50 pm. A la mezcla se le afadié 1 unidad de
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TaqgDNA polimerasa y 5 ul del DNA molde y finalmente se le anadié agua hasta
completar un volumen final de 50 pl.

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: 12 minutos
para la desnaturalizacion a 94°C, 30 ciclos de amplificacion (45 segundos para
desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos para la hibridacién a 55°C y 1 minuto a
72°C para el proceso de extensiéon), y se terminé con una ultima fase de

extension de 2 minutos a 72°C y posterior enfriamiento hasta 4°C.

5.3.3. Deteccion e Interpretacion de los resultados

Los fragmentos de DNA amplificados fueron separados mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en 0,5xTBE (50 mM Tris, 50 mM &acido
borico y 0,2 mM EDTA pH8) a 120 voltios durante 60 minutos. El gel fue
cargado con 10-20 ul de producto amplificado y un control de peso molecular
de 1 kb. Se tiid con bromuro de etidio durante 30 minutos. La visualizacién de
los amplificados se realiz6 sobre un transiluminador de luz ultravioleta.

En el siguiente esquema se exponen las diferentes bandas que se

observan del producto de PCR, en cada uno de los tipos de SCCmec:

TIPO SCCmec BANDA (pb) LOCUS
| 495, 342 A, D

T 495,342,381 AD G

T 381,342, 284,209 G, DB C

e 414,303, 243,200 F,HEC

mA~TTTTT 414,243,209 F.E.C

s 209 < tter

W% . T, S D

A T 342,381 D,c

El control interno de amplificacion se visualiza como una banda de 310
pb. Esta banda debe estar presente en todas las reacciones que contienen

DNA molde para que la técnica se pueda interpretar.
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Hasta el momento hay descritos un numero reducido de tipos de
SCCmec lo que hace que se considere un método poco discriminatorio. Por el
contrario, es un método rapido de identificacion de los diferentes tipos
estructurales del elemento mec y contribuye a una mejor caracterizacion vy

relacién clonal entre los diferentes aislamientos de SARM.
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6. Estudio de los genes de resistencia a macrélidos.

La deteccidn de los genes de resistencia a macrdélidos se realiz6 por
PCR en todas las cepas SARM recibidas resistentes a eritromicina. Se
estudiaron los genes codificantes de metilasas ermA, ermB, ermC y el gen

responsable de un sistema de expulsidén activa msrA.

6.1. Técnica de PCR para deteccién de los genes ermA, ermB,
ermC y msrA.
Para realizar ésta técnica se utilizaron cuatro parejas de iniciadores por

separado, una para cada gen a amplificar (Tabla 6.1) (Lina, 1999)

Tabla 6.1. Secuencias de los iniciadores que amplifican cada uno de los genes de resistencia

a macrolidos.
TAMANO
INICIADOR  gecuUENCIA AMPLIFICADO
ermA-1 5 -GTTCAAGAAC AATCAATACA GAC- 3’
....................................... 421 pb
ermA-2 5' -GGATCAGGAA AAGGACATTT TAC- 3
TAMANO
INICIADOR  gecyENCIA AMPLIFICADO
- 5 -CCGTTTACGA AATTGGAACA
GGTAAAGGGC- 3’
..................................... 359 pb
ermB-2 5 -GAATCGAGAC TTGAGTGTGC- 3’
TAMANO
INICIADOR  gecuUENCIA AMPLIFICADO
ermC-1 5 -GCTAATATTG TTTAAATCGT CAATTCC- 3’
....................................... 572 pb
ermC-2 5 -GGATCAGGAA AAGGACATTT TAC- 3’
TAMANO
INICIADOR  gecuENCIA AMPLIFICADO
msrA-1 5 -GGCACAATAA GAGTGTTTAA AGG- 3’
....................................... 940 pb

msrA-2 5-AAGTTATATC ATGAATAGAT TGTCCTGTT- 3’



La técnica consta de tres partes: extraccion del DNA, amplificacion del

DNA e interpretacion de los resultados.

6.1.1. Extracciéon del DNA

Para la extraccion del DNA cromosomico se parti6 de cepas de S.
aureus de un cultivo joven en agar sangre. Las colonias se resuspendieron en
100 pl de una solucion de lisis formada por: 6 mM Tris-HCI pH8, 1 M NaCL, 0,1
M EDTA pH8, 0,2% desoxicolato sédico y 0,5% sarcosil, junto con los enzimas
liticos, lisoestafina y lisozima, a concentraciones de 25 ug/ml y 50 ug/mi
respectivamente. Esta suspensién se incubé a 37°C durante 30 minutos y
posteriormente 5 minutos a 95°C. La solucion de lisado se diluyé 1/100 en TE
(10 mM Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pH8), y de ésta, se tomaron 5 yl como DNA

molde para la reaccion de amplificacion.

6.1.2. Amplificacién del DNA

La reaccion de amplificaciéon del DNA se llevd a cabo con un equipo
termociclador Perkin Elmer modelo 9600 y con el enzima Ampli Taq Gold
(Applied Biosystems). En cada reaccién se utilizaron los siguientes
componentes: tampén de PCR a una concentraciéon de x1, MgCl, a 2 mM,
dNTPs a 250 uM, los iniciadores de los genes ermA (ermA-1 y ermA-2), ermB
(ermB-1y ermB-2) y ermC (ermC-1 y ermC-2) se utilizaron a una concentracion
de 96 pm; para amplificar elel gen msrA se utilizd6 msrA-1 a una una
concentracion de 100 pm y msrA-2 a 84 pm A la mezcla se le anadieron 2
unidades de TagDNA polimerasa y 5 pl del DNA molde y finalmente se le
afiadioé agua hasta completar un volumen final de 50 pl.

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: 12 minutos
para la desnaturalizacion a 94°C, 30 ciclos de amplificacion (45 segundos para
desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos para la hibridacion a 50°C y 1 minuto a
72°C para el proceso de extension), y se terminé con una ultima fase de

extension de 2 minutos a 72°C y posterior enfriamiento hasta 4°C.

6.1.3. Deteccion e Interpretacion de los resultados
Los fragmentos de DNA amplificados fueron separados mediante una

electroforesis en gel de agarosa al 1% en 0,5xTBE (50 mM Tris, 50 mM &acido
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borico y 0,2 mM EDTA pH8) a 120 voltios durante 60 minutos. El gel fue
cargado con 10-20 pl de producto amplificado y un control de peso molecular
de 1 kb. Se tifd con bromuro de etidio durante 30 minutos. La visualizacion de
los amplificados se realiz6 sobre un transiluminador de luz ultravioleta.

Las cepas que tienen el gen ermA, en el producto de PCR se observa
una banda de 421 pb, las cepas con el gen ermB la banda es de 359 pb, las
cepas con el gen ermC la banda es de 572 pb y las cepas con el gen msrA la
banda que se observa es de 940 pb (Figura 6.1).
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Figura 6.1- Resultado de PCR de los genes de resistencia a macrdlidos.
(A): genes ermA, ermB y ermC.
(B): gen msrA.
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7. Deteccién de la Leucocidina de Panton-Valentine.

El estudio de la presencia del gen productor de la Leucocidina de
Panton-Valentine (LPV) se llevd a cabo en todas las cepas en las que se
comunicd, mediante la encuesta epidemioldgica, adquisicion comunitaria o

adquisicion incierta.

La LPV es una toxina, cuya acciéon viene mediada por la accion sinérgica
de dos clases de proteinas secretoras, denominadas S y F, que estan
codificadas por dos genes, IukS-PV y lukF-PV. La técnica de eleccion para la
deteccién del gen luk-PV es la PCR 6 amplificacion del DNA. Para realizar ésta
técnica se utilizan los iniciadores Luk-PV-1y Luk-PV-2 (Tabla 7.1) (Lina, 1999).

Tabla 7.1. Secuencias de los iniciadores que amplifican los genes de la Leucocidina de
Panton-Valentine.

TAMARNO
INICIADOR  gecUENCIA AMPLIFICADO

5 -ATCATTAGGTAAA

Luk-PV-1 ATGTCTGGACATGATCCA- 3
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 433 pb

Luk-PV-2 5 -GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-3’

La técnica consta de tres partes: extraccion del DNA, amplificacion del

DNA e interpretacion de los resultados.

La cepa control utilizada para la deteccion de la LPV fue:
- S. aureus resistente a meticilina HT2002 0221 (Cedida por J. Etienne,

Hopital Edouard Herriot, Lyon, Francia).

7.1. Extraccion del DNA

Para la extraccion del DNA cromosomico se partié de cepas de S.
aureus de un cultivo joven en agar sangre. Las colonias se resuspendieron en
100 ul de una solucién de lisis formada por: 6 mM Tris-HCI pH8, 1 M NaCL, 0,1
M EDTA pH8, 0,2% desoxicolato sédico y 0,5% sarcosil, junto con los enzimas
liticos, lisoestafina y lisozima, a concentraciones de 25 ug/ml y 50 ug/mi
respectivamente. Esta suspension se incubé a 37°C durante 30 minutos y

posteriormente 5 minutos a 95°C. La solucion de lisado se diluyé 1/100 en TE
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(10 mM Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pH8), y de ésta, se tomaron 5 yl como DNA

molde para la reaccion de amplificacion.

7.2. Amplificacion del DNA

La reaccion de amplificacion del DNA se llevdo a cabo con un equipo
termociclador Perkin Elmer modelo 9600 y con el enzima Ampli Tag Gold
(Applied Biosystems). En cada reaccion se utilizaron los siguientes
componentes: tampén de PCR a una concentracién de x1, MgCl, a 2 mM,
dNTPs a 25 uM, los iniciadores del gen luk-PV (luk-PV-1 y Luk-PV-2) se
utilizaron a una concentracion de 48 pm. A la mezcla se le afadié 1 unidad de
TaqgDNA polimerasa y 5 ul del DNA molde y finalmente se le afiadié agua hasta
completar un volumen final de 50 pl.

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: 12 minutos
para la desnaturalizacion a 94°C, 30 ciclos de amplificacion (45 segundos para
desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos para la hibridacion a 55°C y 1 minuto a
72°C para el proceso de extension), y se terminé con una ultima fase de

extension de 2 minutos a 72°C y posterior enfriamiento hasta 4°C.

7.3. Deteccidn e Interpretacion de los resultados

Los fragmentos de DNA amplificados fueron separados mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en 0,5xTBE (50 mM Tris, 50 mM &cido
borico y 0,2 mM EDTA pH8) a 120 voltios durante 60 minutos. El gel fue
cargado con 10-20 ul de producto amplificado y un control de peso molecular
de 1 kb. Se tifid con bromuro de etidio durante 30 minutos. La visualizaciéon de

los amplificados se realiz6 sobre un transiluminador de luz ultravioleta.

Las cepas que tienen el gen luk-PV, presentan una banda de 433 pb en
el producto de PCR (Figura 7.1).
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500 pb

Figura 7.1- Resultado de PCR del gen Luk-PV. El carril 1 corresponde al amplificado del gen
Luk-PV con un tamano de banda de 433 pb. El carril 2 corresponde a un control

negativo. El carril 3 es un control de peso molecular.
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RESULTADOS




1. Resistencia a meticilina de las cepas aisladas en hospitales espainoles

en el mes de junio de 2003.

1.1. Participacion de hospitales en el estudio.

Los hospitales que manifestaron interés en participar en el estudio
fueron 71, de los cuales, 64 mandaron cepas y 61 contestaron a la encuesta
epidemioldgica adjunta. En base a los resultados obtenidos del analisis de ésta
ultima (Rodriguez-Bafo, 2006), entre los hospitales participantes, 18 (30%)
eran de segundo nivel 6 comarcales, 35 (57%) de tercer nivel o generales y 8
(13%) privados; en relacién al numero de camas: <200 camas, 16 (26%); 200-
500, 21 (34%) y >500, 24 (39%).

La distribucién geografica, considerando los 64 hospitales que nos
remitieron sus cepas de SARM para el estudio, fue amplia ya que englobaba al
menos un representante de casi todas las comunidades autonomas, a
excepcion de Castilla-Ledn, Navarra y La Rioja (Figura 1.1). Se considero, por
tanto que la representacion de hospitales por comunidades y por tamafo habia

sido amplia y representativa.
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Figura 1.1- Localizacion de los 64 hospitales que remitieron cepas de SARM.
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1.2. Cepas incluidas en el estudio. Porcentaje de resistencia a

meticilina.

Se recibieron un total de 441 cepas aisladas durante junio de 2003 en
64 hospitales espafioles. De éstas, en 424 (96%) fue confirmada su
identificacion como S. aureus, por métodos bioquimicos, y su resistencia a
meticilina, por PCR. En las 17 (4%) cepas restantes se encontraron 15
aislamientos de S. aureus sensible a meticilina y 2 Enterococcus sp. en 2

cepas (Figura 1.2).

H SARM

OTROS

Figura 1.2- Porcentaje de S. aureus resistentes a meticilina identificados entre las cepas

recibidas.

La resistencia media a meticilina de S. aureus entre los hospitales
participantes durante el periodo de junio de 2003 fue del 20%. Este porcentaje
fue muy similar, del 21%, al obtenido durante el afio 2002 segun los datos
referidos por los hospitales en la encuesta epidemioldgica (Rodriguez-Banio,
2006). Estos datos se obtuvieron de los hospitales que pudieron facilitar el
numero de pacientes nuevos infectados o colonizados por SARM del total de
pacientes infectados o colonizados por S. aureus (51 hospitales en 2003 y 43
hospitales en 2002). Para evitar incluir pacientes repetidos, no se incluyeron en
este analisis los hospitales que facilitaron solamente el numero de cultivos de
SARM vy de S.aureus.
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2. Sensibilidad antibiética y Patrones de resistencia a antibiéticos no

beta-lactamicos.
2.1. Porcentaje de resistencia antibiética.
El porcentaje de resistencia a los diferentes antibioticos, estudiados

mediante disco difusién, en 424 cepas SARM se muestra en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Porcentaje de resistencia de SARM a antibidticos no beta-lactamicos

% RESISTENCIAS

ERITROMICINA (ERI) 77 TETRACICLINA (TET) 2
CLINDAMICINA (CLIN) 46 RIFAMPICINA (RIF) 2
GENTAMICINA (GEN) 25 COTRIMOXAZOL (SXT) 2
TOBRAMICINA (TOB) 86 AC. FUSIDICO (FUS) 2
CIPROFLOXACINO (CIP) 99 VANCOMICINA (VAN) 0
MUPIROCINA (MUP) 20 SYNERCID (Q/D)* 0
CLORANFENICOL (CLO) 12 LINEZOLID (LNZ) 0

(*: Quinupristina/Dalfopristina)

El 77% de las cepas SARM recibidas fue resistente a eritromicina y el
46% a clindamicina, considerando conjuntamente la resistencia constitutiva e
inducible a este compuesto. Por tanto, un 46% de las cepas mostraron un
fenotipo de resistencia MLSg y un 31% un fenotipo MSg, estos aspectos son

analizados en detalle en el capitulo 4 de resultados.

Casi la totalidad de las cepas estudiadas (420/424) presentan resistencia
a ciprofloxacino (99%). La resistencia a gentamicina se detect6 en el 25% de

las cepas, mientras que el 86% fueron resistentes a tobramicina.

Antibidticos como, tetraciclina, rifampicina, o cotrimoxazol presentan un
porcentaje de resistencia muy baja (2%) Entre Los nuevos antimicrobianos
utilizados en el tratamiento de las infecciones por SARM, &ac. fusidico, Q/D y

Linezolid, no se detectaron cepa resistentes.
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Dos datos importantes a destacar son la deteccion de una baja
proporcion de cepas con heterorresistencia a glucopéptidos y la deteccidon de

un 20% de resistencia a mupirocina.

Utilizando placas de cribaje con Muller-Hinton suplementado con 2
Mg/ml de vancomicina se obtuvo el crecimiento de 19 de las 424 cepas SARM
(4,5%) estudiadas a las 24-48h. Ninguna de estas cepas crecié en placas BHI
con 6 pg/mL de vancomicina. Las CIMs a vancomicina, estudiadas por E-test,
fueron inferior a 2 pug/ml en 13 cepas. Solamente 6 aislamientos (1,4%)
presentaron una CIM entre 3 y 4 ug/mL, entre éstos las CIMs a teicoplanina,

por E-test, oscilaron entre 2 y 16 ug/mL.

En relacion a la resistencia a mupirocina, ésta fue detectada en el 20%
de las cepas, concretamente en 86 cepas obtenidas de 35 hospitales. Entre las
84 cepas, 64 (74%) presentaron resistencia de alto nivel (>512 ug/ml) y 22
(26%) resistencia de bajo nivel (8-216 pg/ml).

2.2. Caracterizacion del patron de resistencia antibiética en las
cepas SARM.
Patrones de resistencia antibioética.

El patron de resistencia (PR) asignado a cada una de las cepas se
realizo en funcidn de la resistencia que mostraban a los siguientes antibidticos:
eritromicina, clindamicina, gentamicina, tobramicina, tetraciclina, cloranfenicol,

cotrimoxazol, rifampicina, vancomicina y ciprofloxacino.

Se estudiaron las 424 cepas SARM y se encontraron 36 PRs distintos
cuya composicion y frecuencia se muestra en la tabla 2.2. Los PRs se fueron
identificando mediante numeros, de acuerdo a PRs previamente identificados

en el Hospital Universitario de Bellvitge.



Tabla 2.2- Patrones de resistencia antibiotica (PR) de las cepas SARM y el porcentaje

respecto del total de cepas (n=424)

PR PR PR

Eri Clin Tet Gen
PR1 0,23% PR21 Eri Clor Cip 0,7% PR49 EriTetTob Cip 0,23%
Tob Cip Rif

PR2 Eri Clin Tob Cip  21% PR23 ) 1% PR57 Eri Sxt Tob 0,23%
Tob Cip
Eri Clin Sxt Tob
PR3 Eri Clin Tob 0,23% PR25 Eri Clin Clor Cip  0,23% PR58 . 0,7%
Ip

Eri Clin Sxt Clor

PR4 Tob Cip 12% PR26 Eri Cip 3% PR59 Tet Gen Tob Cip 0,23%
Rif
Eri Clin Tet Gen Eri Gen Tob Rif
PR5 ) 0,5% PR27 Tob 0,23% PR60 ) 0,5%
Tob Cip Cip
Eri Clin Gen Tob
PR9 Gen Tob Cip 2% PR28 o 0,23% PR61 Gen Tob Rif Cip 0,23%
Sxt Rif Cip
S _ Eri' Clin Gen Tob
PR10 Eri Clin Cip 3% PR30 Cip 6% PR62 . 0,23%
Ip

Solo resistente a

PR12 o 0,23% PR33 Eri Tob Cip 18% PR63 Eri Sxt Tob Cip 0,23%
meticilina
Eri Clin Clor Tob Eri Clin Sxt Clor
PR13 ) 3% PR35 Eri Gen Tob Cip 4% PR64 ) 0,23%
Cip Tob Cip

PR15 Clor Tob Cip 2% PR38 Eri Clor Tob Cip 3% PR65 Eri TobRif Cip 0,23%

Eri Clor Gen Tob Eri Clin Sxt Clor
PR18 ) 0,7% PR42 Tet 0,23% PR67 ) 0,23%
Cip Gen Tob Cip
Eri Clin Gen Tob Eri Clin Gen Tob
PR20 ) 15% PR48 o 0,23% PR68 Clor Tob TetCip 0,23%
Cip Cip Rif

(Eri: Eritromicina; Clin: Clindamicina; Tet: Tetraciclina; Gen: Gentamicina; Tob:
Tobramicina; Sxt: Cotrimoxazol; Cip: Ciprofloxacina; Rif: Rifampicina; Mup: Mupirocina;

Clor: Cloranfenicol)



La frecuencia con la que se encuentran estos PRs es variable (Tabla
2.3) (Figura 2.2):

- En 23 PRs el numero de aislamientos era inferior a 5: los PRs 18, 21y
58 contenian 3 cepas cada uno; los PRs 5y 60, 2 cepas; y los PRs 1, 3, 12, 25,
27, 28, 42, 48, 49, 57, 59, 61, 62, 63, 64, 65, 67, y 68 solamente una cepa. En
este grupo se encontraban 31 aislamientos, lo que representaba el 7% del total.

- En 7 PRs el numero de aislamientos oscilaba entre 5 y 15: el PR26
contenia 14 cepas; el PR10, 13; el PR38, 12; el PR13, 11; los PRs 9 y 15
contenian 8 aislamientos cada uno y el PR23, 5 aislamientos. En este grupo se
encontraban 71 cepas, el 17% del total.

- En 6 PRs el numero de aislamientos era superior a 15: el PR2,
contenia 90 cepas; el PR33, 74; el PR20, 62; el PR4, 53; el PR 30, 24 y PR35,
19. En este grupo se encontraban 322 cepas, que representaban el 76% del

total.

Tabla 2.3.- Numero de aislamientos que presentan cada uno de los patrones de resistencia
antibictica (PR).

N° Aislamientos PRs
1 - 1,3,12,25,27,28, 42, 48, 49, 57, 59, 61, 62,
<5 63, 64, 65,67, 68
(n=31) (7%) 2 5, 60
""""""""" 3 18, 21, 58
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 5 23
""""""""" g 9,15
515 1 13
(n=71)(17%) | 12 38
"""""""" 13 10
"""""""" 1“4 26
""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 19 35
24 30
> 15 53 4
(n= 322) (76%) 62 20
74 33
90 2
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OPR*
B PR5, PR60
0O PR18, PR21, PR58

B PR35
OPR30
D PR4
B PR20
B PR33
B PR2

PR* (1, 3, 12, 25,27, 28,42, 48, 49, 57, 59, 61, 62, 63, 64,65, 67,68)

Figura 2.2.- Representacion grafica de los patrones de resistencia antibiotica (PR) en funcién

de su numero de aislamientos.

Definiendo la multirresistencia antibiética como resistencia a 4 o mas grupos de
antibiéticos. Esta se encuentra asociada a un numero de 16 PRs (PR1, 5, 13, 18, 23, 28, 48, 49,
58, 59, 60, 63, 64, 65, 67, 68) sin embargo, el numero total de aislamientos incluidos es
pequeno, 36 (8%), la mayoria de estos PRs se corresponden con PRs aislados que presentan
aislamientos unicos. Es destacable el PR1 (sensible Unicamente a cloranfenicol, cotrimoxazol,
vancomicina, teicoplanina y mupirocina), asignado inicialmente al denominado Clon Ibérico
(Dominguez, 1994) y que tuvo una elevada prevalencia en Espafa durante los afios 90. En
este estudio sélo se ha encontrado una cepa con este perfil, en el Hospital Nacional de
Parapléjicos.

Los PRs a los que pertenecen el mayor numero de cepas, aunque contienen
resistencia a distintos grupos antibidticos ésta no supera el nimero de 3. Los PRs 2, 4 y 33
mantienen resistencia a tobramicina y ciprofloxacino, combinada con eritromicina y/o
clindamicina. Los PRs 20 y 35 son destacables puesto que al patrén de resistencia anterior
incorporan la resistencia a gentamicina, y son realmente los responsables de la resistencia

global a este antibiotico; por ultimo el PR30, solo muestra resistencia a ciprofloxacino.
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Las cepas que presentan heterorresistencia a glucopéptidos se asocian
con 5 PRs: PR2 contiene 2 cepas y los PRs 20, 30, 33 y 60 con una cepa cada
uno.

Las 84 cepas que presentan resistencia a mupirocina se encuentran
asociadas con 18 PRs (Figura 2.3): el PR20 contiene 31 cepas; PR35, 13; PR2,
9; PR33, 6; PR9, 5; los PRs 4, 18 y 23, 3 cepas cada uno, el PR10 2 y los PRs
13, 15, 26, 30, 48, 60, 61, 62 y 63, contienen una cepa cada uno.

Dentro de la resistencia a mupirocina, las cepas que presentan resistencia de
bajo nivel se asocian con 7 PRs: PR20, 12 cepas; PR 2, 4; PR 33, 2 cepas y

los PRs 15, 23, 48 y 4 contienen una cepa cada uno.

‘PR*; 1
PR10; 2

PR4, PR18,
PR23; 3

PR9; 5 OPR*
BPR10
PR33; 6 OPR4, PR18, PR23
OPR9
BPR33
PR2; 9 BPR2
BPR35
OPR20

PR20; 31

PR35; 13

PR* (PR13, 15, 26, 30, 48, 60, 61, 62, 63)

Figura 2.3.- Representacion grafica de los PRs con resistencia a mupirocina y el nimero de

cepas que contienen cada uno de ellos.



Estudio de los patrones de resistencia en relacion con los

hospitales.

Para evaluar la dispersion de los PRs en los diversos hospitales,
inicialmente se subdividié en dos bloques, aquellos que correspondian a los
valores obtenidos de 15 hospitales con 10 6 mas aislamientos, de los que se
obtuvieron 206 cepas; y el formado por el resto de hospitales que

correspondian a los que proporcionaron un bajo numero de cepas.

A) Hospitales con 10 6 mas aislamientos SARM

En la tabla 2.4 se puede observar la frecuencia que presentan los

patrones de resistencia en relacion con los diferentes hospitales.



Tabla 2.4- Relaciéon entre los 15 hospitales con >10 cepas y los patrones de resistencia

asociados.
Patrones de Resistencia (PRs)
Total
Hospitales 2 4 20 cepas
EriCli  Tob Er Cl Gen Er T?,ﬂ' Cip OTROS  enviadas
Tob Cip  Cip Tob Cip
HRYC 1 1 1 6 (46%) 4 13
........... H GM216(61%)2626
......... HCPH1116(46%)413
......... HUM3224_210
........... Hvs_110(56%)4318
........... HVH25(36%)_714
............. HC_11111(79%)14
............. H M6(50%)11412
.............. H|21__8(73%)11
........... HUB_125(33%)715
......... CHU89(75%)11112
HXL .......................... 2 .......................... .............................. 2 ................................. 3 ............................. 4 ........................... 1 1 .............
........... HSP46(40%)_1415
........... HSD312_612
..... H C“mco413210

(HRYC: Hospital Ramoén y Cajal; HGM: Hospital Gregorio Marafiéon; HCPH: Hospital Clinico
Puerta del Hierro; HUMS: Hospital Universitario Miguel Server; HVS: Hospital Virgen de la
Salud; HVH: Hospital Vall d'Hebron; HC: Hospital de Cruces; HM: Hospital del Mar; HI: Hospital
Insular de Gran Canaria; HUB: Hospital Universitario de Bellvitge; CHUS: Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago; HXL: Hospital Xeral de Lugo; HSP: Hospital de San

Pau; HSD: Hospital de Son Dureta; H. Clinico: Hospital Clinico de Barcelona)
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En dicha tabla destaca la variabilidad de patrones de resistencia que se
encuentran en los diferentes hospitales. Aun asi, al analizar los datos podemos
ver como el PR2 es mas frecuente en el Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago (75% de las cepas) y en el hospital del Mar (50%); el PR4 se
encuentra con mas frecuencia en el hospital de San Pau (40%) y en el hospital
de Vall d'Hebron (36%); el PR 20 es mas prevalente en el hospital Gregorio
Maraidn (61%) y en el hospital Virgen de la Salud (56%); y el PR33 comparte
su frecuencia entre el hospital Ramoén y Cajal (46%), el hospital Clinico Puerta
del Hierro (46%), y el hospital Universitario de Bellvitge (33%). Por el contrario,
estos PRs se aislan con poca frecuencia en el hospital de Cruces y en el
hospital Insular de Gran Canaria, donde son mas frecuentes “Otros” patrones

de resistencia.

La representacion grafica de los datos porcentuales de los patrones de
resistencia antibidtica en los hospitales con >10 cepas (Figura 2.4), muestra
que los patrones de resistencia PR2, PR4, PR20 y PR33 son los de mayor
frecuencia (18%, 11%, 20% y 16%, respectivamente)

18%
34% mPR2
11% m PR4
o PR20
O PR33
o OTROS

16% 20%

Figura 2.4- Patrones de resistencia antibidtica de los hospitales con >10 cepas y su

porcentaje en relacion al total de cepas (n=206).

B) Hospitales con menor numero de aislamientos SARM
Durante el periodo de estudio 49 hospitales tuvieron entre 1 y 9

aislamientos SARM con un total de 218 cepas. La frecuencia de PRs fue similar



a la de los hospitales con 10 o mas aislamientos. Asi tenemos que los PRs mas
frecuentes fueron el PR2, PR4, PR20 y PR33 con una frecuencia de 23%, 13%,
10% y 18%, respectivamente. El grupo formado por “Otros” PRs presentaba

una frecuencia del 36%.

C) Analisis global

El analisis del total de hospitales participantes y su relacién con los
patrones de resistencia antibiotica (Figura 2.5), muestra que los patrones de
resistencia PR2, PR4, PR20 y PR33 se encuentran en mayor numero de cepas
y de hospitales. Asi, el PR2 esta en 90 cepas de 40 hospitales, el PR4 en 53
cepas de 33 hospitales, el PR20 en 62 cepas de 26 hospitales y el PR33 en 74
cepas de 31 hospitales. “Otros” PRs corresponden a 145 cepas de 111

hospitales.

N° Hospitales

120

100

80+

60

40

SEEN

0 T T T
PR2 PR4 PR20 PR33  OTROS

Figura 2.5- Numero de hospitales que tienen los patrones de resistencia antibiética mas

frecuentes.

La representacion grafica de los datos porcentuales de los diferentes
patrones de resistencia antibidtica con respecto al total de cepas (n = 424)

(Figura 2.6), muestra que, al igual que pasaba con los dos bloques anteriores,



los patrones de resistencia que se encuentran con mas frecuencia son el PR2,
PR4, PR20 y PR33 (21%, 12%, 15% y 18%, respectivamente).

B PR2

@ PR4

O PR20

OPR33
12% O OTROS

34%

18% 15%

Figura 2.6- Frecuencia de los patrones de resistencia antibiética en los 64 hospitales incluidos

en el estudio (424 aislamientos).

Distribucién geografica.

En este apartado se analizan los diferentes patrones de resistencia

antibidtica (tabla 2.7) en relacion con su distribucion geografica (figura 2.5)

Figura 2.7.- Representacion de las diferentes zonas geograficas de Espafia (Norte, Sur, Este,

Oeste, Centro, Baleares y Canarias).
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Tabla 2.5- Distribucion de los patrones de resistencia antibidtica en las diferentes zonas

geograficas de Espafia.

PR N° Cepas PR N° Cepas
2 18* Oeste 2 1
5 i . e
e 36 i . T I
5 5 . Centro =g
o . G
22 27
(13 PRs #) (12 PRs #)
R T g
i 5 . T T
35 5 . | Baleares "~
. G
20 16 3
Este (2 PRs #)
26 10 '
30 7
Otros
45 20 3
(17 PRs #) .
I OF=] o =1 g = 1T,
2 7 33 3
i . .
Sur , Otros ;
Ot
ros 7 (5 PRs #)
(6 PRs #)

(*) Las 18 cepas pertenecientes al PR2
se encuentran en la comunidad gallega.

Los patrones mas frecuentes siguen siendo el PR2, PR33, PR20 y PR4
y la distribucion de los patrones de resistencia no es predominante en ninguna
de las zonas geograficas estudiadas. Resultados similares son los presentados
en el estudio VIRA 2004 (Picazo, 2005).



3. Caracterizacién genotipica de las cepas SARM estudiadas mediante

electroforesis en campo pulsatil, MLST y SCCmec.

3.1. Caracterizacidon genotipica mediante electroforesis en campo

pulsatil.

El analisis genotipico mediante ECP se realiz6 en las 424 cepas SARM.
El DNA de cada una de las cepas fue digerido con el enzima de restriccion
Smal, generandose perfiles de restriccion con un numero de fragmentos de
DNA entre 10 y 20. El analisis comparativo de estos perfiles proporcion6 40
genotipos o patrones de ECP diferentes, que se identificaron por letras
mayusculas siguiendo una nomenclatura implantada previamente en el Hospital
de Bellvitge. Se consideraron cepas con el mismo genotipo aquellas cuyos
perfiles presentaron igual numero y tamano de bandas.

La mayor parte de las cepas (n = 311; 73%) se agruparon en dos
patrones predominantes, denominados P y Q. Otros patrones encontrados en
menor frecuencia lo formaron un grupo de 38 genotipos diferentes (n = 113;
27%) (Figura 3.1). El genotipo Q fue el mas frecuente (40%), seguido del
genotipo P (33%). Dentro del grupo “Otros”, el mas frecuente fue el genotipo

BA (8%), el resto de los genotipos aparecieron con una frecuencia <2%.

180
160
140
120
100
80
60
40
20

0 i

P Q OTROS

8%
genotipo

Figura 3.1- Numero de cepas y porcentaje de los genotipos que caracterizan a las cepas
SARM (140 cepas del clon P, 171 cepas del clon Q y 113 cepas del conjunto de
“otros” clones. Los genotipos P y Q comportan el 73% de todas las cepas).



Algunos de los genotipos presentaron subtipos, denominados asi a los
patrones de bandas que diferian en 3 6 menos fragmentos respecto del
genotipo comun. Asi por ejemplo en el genotipo P se han identificado 9
subtipos (P4, P2, Ps, Ps, Po, P13, P15, P19 Y P2g), en el genotipo Q, 9 subtipos (Qq,
Q2, Qs3, Q4, Q5, Qs, Q7, Qs y Q10), en el genotipo BA se identificaron los subtipos
BA1, BA2 y BA;. Los subtipos se consideran variaciones genéticas muy
préximas entre si que podrian corresponderse con variantes evolutivas de los
aislamientos de un mismo clon.

El numero de cepas pertenecientes a cada tipo y subtipo de ECP, asi
como el porcentaje que representan respecto del total de aislamientos

estudiados, figuran en la tabla 3.1



Tabla 3.1- Tipos de ECP y subtipos detectados.

Tipo ECP | Subtipo | N° Cepas (%) Tipo ECP | Subtipo | N° Cepas (%)
A AM 1 3
(n=1) (%) 1 1 (n=4) (%) 2 1
B 1 1 - 1 20
(n=1) (%) (n=35) (%) 2 2
1 37 3 13
5 13 BB 1 1
5 46 (n=2) (%) 2 1
P 8 11 BE 2 4
(n=140) 9 7 (n=7) (%) 3 3
(%) 13 3 BH 1
' 20 o8 0) | :
19 2 3
20 1
1 104
2 43
3 2
Q 4 13
(n=171) 5 3
(%) 6 1
7 1
8 3
10 1

En la tabla 3.2 figuran los tipos de ECP que no presentaron subtipos, asi como
el numero de cepas pertenecientes y el porcentaje que representan respecto

del total de aislamientos estudiados



Tabla 3.2- Tipos de ECP que no presentaron subtipos.

Tipos de ECP Tipos de ECP
N° Cepas (%) N° Cepas (%)

sin subtipos sin subtipos
BC 5 BU 1
BD 4 BV 1
BF 2 BW 1
BG 4 BX 2
BI 1 BY 2
BJ 6 BZ 1
BK 1 CA 1
BL 1 CB 1
BM 2 cc 1
BN 1 cD 1
BO 1 CE 3
BP 1 CF 1
BQ 2 CG 2
BR 2 CH 1
BS 1 o]} 1
BT 1

Al analizar la relacion genética entre las cepas aplicando el coeficiente
de similitud de Dice, los indices obtenidos entre la distancia genética de los
subtipos de un mismo genotipo siempre fueron >88%. La distancia genética
entre los genotipos P y Q es del 80%, siendo el indice de Dice <66% cuando se
comparan con otros genotipos, lo cual indicaria que los clones P y Q se
encuentran muy proximos entre si. Este hecho también lo encontramos al
analizar los perfiles de ECP en el que observamos que los clones P y Q tienen

variaciones solo entre 4 y 8 bandas (Figura 3.2).



Figura 3.2- Patrones de bandas de los clones P y Q con algunos de los subtipos. (CPM:
control de peso molecular -Lambda ladder, New England Biolabs-). (Kb,

kilobases).

El genotipo BA, se corresponde con el denominado clon EMRSA-16
(Epidemic Methicillin Resistant S. aureus -16), descrito inicialmente en el Reino
Unido (Cox, 1995) y actualmente considerado como un clon pandémico
(Oliveira, 2002) (Figura 3.3).

También cabe destacar el genotipo BE que a pesar de ser poco
frecuente (1,6%), se corresponde con el clon britanico EMRSA-15 (Cox, 1995)
(Epidemic Methicillin Resistant S. aureus -15) (Figura 3.3).



Figura 3.3- Patrones de bandas de los clones BA - EMRSA16 y BE - EMRSA15. (CPM:

control de peso molecular -Lambda ladder, New England Biolabs-). (kb, kilobases)

Relacion entre genotipos y patrones de resistencia antibiética

Los dos clones dominantes, P y Q, presentaron una expresion de la
resistencia antibiotica variable y se encontraron distribuidos entre un gran
numero de PRs, siendo mas frecuentes entre los seis PRs principales (PR2,
PR4, PR20, PR30, PR33 y PR35). El resto de clones se encuentran
distribuidos entre los 36 PRs diferentes sin un claro predominio, a excepciéon
del genotipo BA en el que el 57% de las cepas se corresponden con el PR2. En
la tabla 3.3 se muestra la relacion entre los genotipos mas frecuentes obtenidos
mediante electroforesis en campo pulsatil y los patrones de resistencia

antibiodtica correspondientes.

Tabla 3.3- Genotipos mas frecuentes y sus patrones de resistencia antibiotica
correspondientes.

PR2 PR20 PR33 PR35 PR38

ErClTo TZ%? ErCIGeTo Egs Pgso ErTob | ErGeTob | ErCloTo %tg;s‘ Total
Cip P Cip P P | cip Cip bCip
41 31 19 12 14
..... ClonP | 20%) | @2%) | (1a%) | ' | (@w) | (tow | 4 | 2 | 16 |10
20 16 18 13 51
..... ClonQ 1 (12 | %) | (10%) | @%) | ° |@o | 1 | 9 | & MM
20
ClonBA | 5700 | | ¢ ol L o - e
Otros 9 6 19 } 6 8 2 1 27 78
Clones

(Los porcentajes expresan la proporcion de cepas de cada genotipo al que le corresponde un
PR determinado)




A pesar de la diversidad de expresion de la resistencia antibiética en los
clones dominantes, el clon P se encontr6 con mayor frecuencia asociado al
PR2, PR4 y al PR20. El clon Q se asociaba mas frecuentemente con el PR33,
seguido del PR2 y PR20. Por otro lado, mas de la mitad de las cepas del clon
BA se correspondian con el PR2.

En la tabla 3.4 se exponen los patrones de resistencia hallados en el
estudio y sus genotipos asociados. En general, el genotipo P se manifestd
asociado a 19 PR distintos y el genotipo Q a 21, muchos de estos PR fueron
compartidos por ambos clones. En relacién al fenotipo de resistencia a
macrolidos, como se analizara mas adelante, el fenotipo MLSg se asociaba con
mayor frecuencia al clon P, mientras que el fenotipo MSg lo hacia

mayoritariamente con el genotipo Q (sobretodo en los PRs 26, 33, 35 6 38).

Por ultimo, destacar que:

- de los 23 PR con menor numero de cepas (<5), 11 se corresponden
también con genotipos unicos

- de los 16 PRs multirresistentes: el clon Q estaba en 8 PRs (PR13,
PR18, PR23, PR28, PR49, PR58 y PR60, PR63) correspondiente a 17 cepas;
el clon P en 5 PRs (PR13, PR23, PR48, PR65 y PR68) correspondiente a 6
cepas; el clon BA en 4 PRs (PR13, PR58, PR64 y PR67) correspondiente a 6
cepas; y un total de 7 clones diferentes, en 6 PRs (PR1, PR5, PR13, PR23,
PR59 y PR60) con una cepa cada uno.



Tabla 3.4- Patrones de resistencia antibidtica y sus genotipos correspondientes.

PR

BA OTROS
clones

Total

P Q BA OTROS

Total
clones

PR1

T
.(46%)

PR2

PR3

PR4

PR5

PR9

PR10

PR12

PR13

PR15

PR18

PR20
PR21

PR23

PR25

PR26

PR27

PR28

1

(58%)

{15%)

(. {18%)

2

B31%)

.93%)

3

(22%)

(30%)

(31%)

(55%)

(29%)

3

- 1

(22%) _ (10%)

90

(12%)
- 2

1

- 4

(7%) .. (50%)
- 1

(18%) 9%

53

13

11

- 6

(10%) _ B1%)

6 19

3

12 6 ] 6
(50%) (25%) (25%)

.......................... 4 1212



Los datos anteriores se representan de forma grafica en la figura 3.4.

B Otros clones
Clon IIQII
H Clon"P"

PR2 PR4 PR20 PR26 PR30 PR33 PR35 PR38 OTROS

Figura 3.4- Patrones de resistencia mas frecuentes y su relacion con los genotipos.

Estudio de los patrones genotipicos en relacion con los

hospitales.

A) Hospitales con 10 6 mas aislamientos SARM

En la siguiente tabla 3.5 se puede observar la frecuencia en la que se

encuentran los patrones genotipicos en dichos hospitales.



Tabla 3.5- Relacion entre los 15 hospitales que tienen =10 cepas y los genotipos mas

frecuentes.
Genotipos Total
Hospitales cepas
P Q BA OTROS enviadas
HRYC 3 9 (60%) - 1 13

" HeM 2 16(61%) . 8(31%) 2%
""""" wepH 3 861%) - 2 13
""""" woms 2 8@80%) - - 10
"""""" wvs  14@m%) 3 - 1 18
"""""" wve 8GT%) 5 - 1 14
""""""" e o 76 - 1 14
""""""" a5 7T - .12
""""""" w5 3 - 3 11
"""""" o 5 6 - 4 15
""""" chus 13 7(s8%) 1 12
"""""" e 13 7(63%) - 11
"""""" ysp  10@6%) 3 - 2 15
"""""" wso 42 - 68(B0%) 12
M.Clinico 2 8(80%) - - 0

(HRYC: Hospital Ramén y Cajal; HGM: Hospital Gregorio Maranéon; HCPH: Hospital Clinico
Puerta del Hierro; HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet; HVS: Hospital Virgen de la
Salud; HVH: Hospital Vall d'Hebron; HC: Hospital de Cruces; HM: Hospital del Mar; HI: Hospital
Insular de Gran Canaria; HUB: Hospital Universitario de Bellvitge; CHUS: Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago; HXL: Hospital Xeral de Lugo; HSP: Hospital de San

Pau; HSD: Hospital de Son Dureta; H. Clinico: Hospital Clinico de Barcelona)

En esta tabla cabe destacar que, de nuevo, los genotipos mas

frecuentes son P y Q y estdan en mayor proporcion en la mayoria de los
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hospitales. Asi, el clon P es mas frecuente en el hospital Virgen de la Salud
(78%), seguido del hospital de S. Pau (66%) y el hospital de Vall d"Hebron
(57%). El clon Q se encuentra mas frecuentemente en el hospital Clinico y
hospital Universitario Miguel Servet (80% ambos), seguido de los hospitales
Gregorio Maranon y el hospital Clinico Puerta del Hierro (61% cada uno) y en el
hospital Ramon y Cajal (60%).

En el hospital Xeral de Lugo y en el Complejo Hospitalario Universitario
de Santiago los genotipos P y Q se encuentran en un pequefio porcentaje,
siendo el clon BA el mas dominante con un 63% y un 58% de frecuencia

respectivamente.

Si representamos graficamente los datos porcentuales de las cepas que
tienen los genotipos en los hospitales con >10 cepas (Figura 3.5), podemos
observar como los genotipos mas frecuentes son el clon P (43%) y el clon Q

(35%), siendo el clon BA el mas frecuente, 7%, dentro del grupo “Otros” clones.

43% o
° 15% m Clon P

' @ Clon Q
‘ O Clon BA
®m OTROS Clones

35% %

Figura 3.5- Patrones genotipicos de los hospitales con =10 cepas y su porcentaje en relacion

a su total de cepas (n=206).

B) Hospitales con menor nimero de aislamientos SARM

La frecuencia que presentaban los diferentes genotipos fue similar a la
de los hospitales con 10 o mas aislamientos. Los clones mas frecuentes fueron
el clon Q, 37%, y el clon P, 31% seguidos del clon BA, 10%. El grupo formado

por “Otros” clones presentaba una frecuencia del 22%.



C) Analisis global

El analisis del total de hospitales participantes y su relacidon con los
distintos patrones genotipicos (Figura 3.6), muestra que los clones Py Q, y en
tercer lugar el clon BA, se encuentran en mayor numero de cepas y hospitales.
Asi, el genotipo P esta en 140 cepas de 50 hospitales, el genotipo Q en 171
cepas de 50 hospitales y el genotipo BA en 35 cepas de 13 hospitales. Otros

genotipos corresponden a 78 cepas de 55 hospitales.

N° Hosnbpitales

60+

50+

40-

30+

20+

104

P Q BA OTROS

Figura 3.6- Numero de hospitales que tienen distintos patrones genotipicos.

Si representamos graficamente los porcentajes de los diferentes
patrones genotipicos en relacion al total de cepas (n = 424), obtenemos que la
frecuencia de los patrones genotipicos sigue siendo mayoritaria para los clones
P y Q seguidos del clon BA, siendo estos datos similares a los obtenidos en los

dos bloques anteriores(Figura 3.7).



40% 19% m Clon P

@ Clon Q
O Clon BA
B OTROS Clones

Figura 3.7- Frecuencia de los genotipos en relacion al total de cepas SARM (n= 424).

Distribucién geografica

En la tabla 3.6. se muestran los distintos genotipos en relacion con su

distribucion geografica (figura 3.8)

v o

Figura 3.8- Representacion de las diferentes zonas geogréaficas de Esparia (Norte, Sur, Este,

Oeste, Centro, Baleares y Canarias).
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Tabla 3.6- Distribucion de los clones en las diferentes zonas geograficas de Espania,

ordenados de forma decreciente en funcién del nimero de cepas.

NO
CLON N° Cepas CLON
Cepas

Q 44 Q 48
............... AT T
................. g Y
Norte e Centro ..

BE 1 B 1
............ G g

1 15

(8 clones #) (11 clones #)
"""""""""""""""""""""""" Q 76 - BE
................. e R
Este e l.Baleares ...
Otros
34 Q 2
(16 clones #)

.............................................. iy S
sur G g s
............... T I Canarias "G
............................................................................................... g

Oeste P 1 9

(7 clones #)

(*) Las 21 cepas del clon BA se encuentran a la comunidad gallega.

En cada una de las regiones geograficas encontramos una gran
variabilidad de patrones genotipicos aunque en la mayoria de ellas los clones
mas frecuentes son el clon Q y el clon P.

Necesitan una mencidon especial de localizacién, aquellos patrones
genotipicos que se corresponden con clones epidémicos internacionales. Asi,
el genotipo BA que se corresponde con el clon epidémico EMRSA-16
predomina en el norte, concretamente en la Comunidad Gallega. Este clon esta
presente en 35 cepas distribuidas por 13 hospitales espanoles de los cuales, 7
pertenecen a la Comunidad Gallega con un total de 22 cepas (63%), y 2 son
hospitales de canarias con 9 cepas (26%), las 4 cepas restantes pertenecen a
4 hospitales distribuidos por distintas regiones (Madrid, Valencia, Alicante y
Sevilla).

El genotipo BE similar al clon epidémico EMRSA-15 se encuentra sobre

todo en las islas Baleares. Esta presente en 7 cepas (1,6%), 6 cepas



pertenecen a las islas Baleares (Hospital de Son Dureta) y 1 cepa al principado
de Asturias.

El genotipo B similar al clon Ibérico se ha encontrado en una unica cepa
en la zona centro de Espania, perteneciente al hospital Nacional de Parapléjicos

en Toledo.

3.2. Caracterizacion genotipica mediante Multilocus Sequence
typing (MLST)

El analisis genotipico mediante MLST se realizé en una muestra de 19
cepas seleccionadas en funcién de los clones mas frecuentes y de aquellas
cepas que mediante el estudio por ECP estaban relacionadas con clones
pandémicos. Los resultados aparecen reflejados en la tabla 3.7., en la que se
exponen los alelos correspondientes a cada uno de los genes estudiados y el
perfil alélico final (sequence type o ST) al que corresponden. Los datos
obtenidos ayudaron a establecer la evolucion y las relaciones genéticas

existentes entre los aislamientos estudiados



Tabla 3.7.- Perfil alélico de 19 cepas de SARM de distintos genotipos con su patrén de

resistencia antibiética (PR).

Clon PR arcC aroE glpF gmK pta_ tpi_ yqiL ST

P.2 1 43 1 4 12 1 10

..... S S

""" P5 48 1 4 1 4 12 1 54 ST125
""" P8 4 1 4 1 4 12 1 54 ST125
""" P15 26 1 4 1 4 12 1 54 ST125
""" P20 20 1 4 1 4 12 24 29 ST228
Q1 33 1 4 1 4 12 1 54  ST125
""" Q5 4 1 4 1 4 12 1 5  gTq25
""" Q8 4 1 4 1 4 12 1 54  g7q25
""" Q2 26 1 4 1 4 12 1 54  gTq25
""" Q3 2 1 4 1 4 12 1 10 ST5
""" Q4 20 1 4 1 4 12 24 29 ST228
BE2 10 7 6 1 5 8 8 6

"BA1 20 2 2 2 2 3 3 2 ST36
""" BG 42 3 3 1 1 4 4 3 ST8
""" B4 1 3 3 1 12 4 4 16  ST247
""" AM 20 1 4 1 4 12 24 29  ST228
...... e S -
"BH2 20 1T 4 1 4 12 24 29  ST228

Todos los perfiles alélicos obtenidos y sus alelos correspondientes
estaban ya descritos en la pagina www.mlst.net.

Perfiles alélicos de los genotipos P y Q (tabla 3.7.): aunque
considerados genotipos independientes por ECP, los aislamientos estudiados
compartieron los resultados del analisis por MLST. El perfil alélico ST125 fue el
mas frecuentemente hallado tanto entre las cepas del genotipo P (3/6) como
entre las del genotipo Q (4/6). Perfiles relacionados con éste, con cambio en
uno 6 como maximo en dos alelos, fueron encontrados indistintamente en
ambos genotipos. ST125 y ST146, son variantes del perfil alélico ST5
correspondiente al denominado clon pediatrico y al clon Nueva York/Japon, ya

que solo difieren en un unico alelo, YqiL y aroE respectivamente, por lo que se
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denominan Single Locus Variant (SLV). En la base de datos disponible en
www.mlst.net sobre S.aureus, ST125 esta asociado a 6 aislamientos de SARM,
de los cuales 4 se describieron en Espafia (Tenerife) y los dos restantes en
Noruega y Finlandia. ST146, solo esta descrito en 4 cepas SARM, todas ellas
aisladas en Espana.

ST228 es un Double Locus Variant (DLV) de ST5 difiriendo en los alelos
tpi'y YqiL, este perfil alélico aparece asociado a un patron de multirresistencia,
PR20 (Er-Clin-Gen.Tob-Cip), presente en distintos genotipos estudiados (P, Q,
AM, BH), y tiene multiples cepas descritas en la base de datos de www.mlst.net
en distintos paises europeos.

La similitud entre los perfiles alélicos encontrados entre las cepas de los
genotipos P y Q, acortan su distancia genética. Por otro lado su relacion con el
ST5, correspondiente al clon pediatrico y al Nueva York/Japon, indica que su
origen genético pudiera derivar de uno de ellos, especialmente del primero,
clon pediatrico, con quien comparte estructura de SCCmec (tipo IV) y un patrén

de bandas por ECP muy parecido (Figura 3.9)

Clon
Pediatrico Q P Q P

Figura 3.9.- Perfiles de ECP de cepas representantes del Clon Pediatrico (controles cedidos
por la Dra. H. De Lencastre) y de cepas de los genotipos P y Q. Los triangulos
muestran cepas de genotipos distintos al P-Q. El asterisco muestra un control de

peso molecular (Lambda ladder, New England Biolabs).
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Perfiles alélicos de otros genotipos (tabla 3.7.): ST22 y ST36
corresponden a los clones britanicos denominados EMRSA-15 y EMRSA-16,
respectivamente, identificados en nuestro estudio como genotipos BA y BE
respectivamente. ST247 corresponde al clon Ibérico, clon B, asociado a un
perfil de mutirresistencia antibiética caracteristico, PR1 (Eri-Clin-Tet-Gen-Tob-
Cip-Rif). Del perfil alélico ST8 hay multiples cepas de S.aureus registradas en
la www.mist.net, tanto sensibles como resistentes a meticilina, lo mas
destacable de este perfil alélico es que se ha relacionado con cepas SARM de

origen comunitario productoras de la leucocidina de Panton-Valentine.

3.3. Caracterizacién genotipica mediante SCCmec

El estudio de la estructura del cassette cromosémico se realizé en 91
cepas entre las que estaba representada al menos una cepa de cada clon,
excepto para los tres clones mas frecuentes (P, Q y BA) en los que se
analizaron 22, 22 y 6 cepas respectivamente. El 53% de las cepas estudiadas
tenian un SCCmec tipo IV (46% IVA'y 17% 1IV), el 20% eran tipo | (15% |y 5%
IA), el tipo Il tenia una frecuencia del 10% y el SCCmec tipo Ill estaba presente
en muy bajo porcentaje, 1%. Se hallaron cuatro cepas no tipables (4%) (Figura
3.10).

70 n= 91
60 —
50 ENT

O Tipo IVA
40 E Tipo IV
30 O Tipo 1l

OTipo Il
20 ] OTipo IA
10 +— — I OTipo |

0 , o B
Tipo I/IA Tipo Il  Tipo lll Tipo NT
IV/IVA

(20%) (10%) (1%)  (53%) (4%)

Figura 3.10- Numero de cepas y porcentaje de los diferentes tipos SCCmec en 91 cepas

estudiadas.



En la figura 3.11 se representan los tipos SCCmec encontrados y su

relacion con los patrones genotipicos.

70

60 B Otros clones
50 EClon B

40 @ Clon BE

30 OClon BA

@EClon Q

20 -
10 _] B Clon P
0 - T T -_I

Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV NT

Figura 3.11- Representacion de los tipos SCCmec y su asociacion con los clones.

Entre las cepas del genotipo P, la mayoria (18/22, 82%) fueron
portadoras de un SCCmec tipo IV, en las 4 restantes se encontré6 SCCmec tipo
| (18%) (figura 12), Los resultados entre las cepas del clon Q son idénticos:
17/22 (77%) fueron portadoras de un SCCmec tipo IV, en las restantes 2 cepas

portaban SCCmec tipo |, 1 cepa SCCmec tipo Il y 2 fueron no tipables.

Clon P Clon B (ibérico)
= ABC D EFGH *

1 kb

500 pb

SCCmec tipo IVA SCCmec tipo |

Figura 3.12.- Andlisis de la estructura del SCCmec en dos aislamientos
representantes del clon P y B. Las letras mayusculas representan
cada uno de los genes amplificados por PCR, en blanco los genes
negativos, en naranja los genes positivos. Al genotipo P le

corresponde un SCCmec tipo IVA y al genotipo B un SCCmec tipo I.
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El asterisco muestra la amplificacion del gen mecA (310 pb) y su
control interno, 16SrRNA, (479 pb). (pb, pares de bases; kb,
kilobases).
De las 6 cepas con genotipo BA (EMRSA-16), 5 fueron SCCmec tipo Il y
1 cepa tipo IV (figura 3.13).

Clon BA (EMRSA-16)

ABCD EFGH*!

-
—

-

1kb E
-

-

500 pb s
-

-

-

SCCmec tipo i

Figura 3.13.- Analisis de la estructura del SCCmec en un aislamiento representante
del clon BA (EMRSA-16), al que le corresponde un SCCmec tipo Il. Las
letras mayusculas representan cada uno de los genes amplificados por
PCR, en blanco los genes negativos, en naranja los genes positivos. El
asterisco muestra la amplificacion del gen mecA (310 pb) y su control
interno, 16SrRNA, (479 pb). (pb, pares de bases; kb, kilobases)

Se analiz6 también la estructura del SCCmec en 41 cepas que
pertenecian a 36 genotipos por ECP poco frecuentes 6 Unicos. En este grupo,
también el SCCmec tipo IV fue el mas frecuente (23/41, 56%), seguido por el
SCCmec tipo | (12/41, 29%). De las 6 cepas restantes (15%) 3 fueron SCCmec
tipo 1, 1 SCCmec tipo Il y 2 cepas no pudieron tiparse. Dos cepas estudiadas
en este grupo, representantes de clones pandémicos, fueron una genotipo B,
(clon ibérico) con SCCmec tipo | (figura 3.14) y otra genotipo BE (EMRSA-15)
con SCCmec tipo IV, tal y como se describe en la literatura.
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Clon P Clon B (ibérico)

1 kb

500 pb

SCCmec tipo IVA SCCmec tipo |

Figura 3.14.- Andlisis de la estructura del SCCmec en dos aislamientos representantes del
clon P y B. Las letras mayusculas representan cada uno de los genes
amplificados por PCR, en blanco los genes negativos, en naranja los genes
positivos. Al genotipo P le corresponde un SCCmec tipo IVA y al genotipo B un
SCCmec tipo I. El asterisco muestra la amplificacion del gen mecA (310 pb) y
su control interno, 16SrRNA, (479 pb). (pb, pares de bases; kb, kilobases).

131



4. Mecanismos de resistencia a macroélidos, lincosaminas y

estreptogramina B. Distribucion de los genes de resistencia
correspondientes.

Del total de 424 cepas incluidas en el estudio, 325 (77%) fueron
resistentes a eritromicina.

Entre las cepas resistentes a eritromicina, 194 mostraron también
resistencia a lincosamidas y estreptogramina B, fenotipo MLSg (60%), y 131
mostraron resistencia a macroélidos y estreptogramina B, fenotipo MSg (40%).

En todas las cepas se estudid por PCR la presencia de los genes
implicados en esta resistencia: genes erm (ermA, ermB y ermC) responsables
de la sintesis de metilasas que confieren el fenotipo MLSg y gen msrA,
responsable de un sistema de expulsion activa de eritromicina y
estreptogramina B, que no afecta a clindamicina, fenotipo MSg.

Entre las 194 cepas con fenotipo MLSg se detectd el gen ermC en 95
aislamientos (49%) y el gen ermA en 92 (47%), en 7 cepas se presentaban a la
vez los genes ermC y ermA. El gen ermB no se detectd en ningun aislamiento.
En 31 cepas con fenotipo MLSg se amplificO ademas el gen msrA, éste
coexistia con el gen ermC en 22 aislamientos y con el ermA en 9.

En el 90% de las cepas con fenotipo MSg (118/131), se amplifico el gen
msrA.

La distribucion de los genes de resistencia se muestra en las tablas 4.1y
4.2

Tabla 4.1- Presencia del gen msrA entre las cepas SARM resistentes a eritromicina.

MSg MLSg N° Total Cepas
msrA (+) 118 31(%) 149
. msrA() 3 63 176
N° Total Cepas 131 194 325

(*) 9 aislamientos msrA+ermA 'y 22 msrA+ermC



Tabla 4.2- Presencia de los genes ermA, ermB y ermC entre las cepas SARM con fenotipo

MLSg
N° Total Cepas
ermA ermB ermC ermA+ermC
SARM-MLSg
SARM-MLSg 92 0 95 7 194

La distribucion de los fenotipos de resistencia a macrdlidos entre los 15

hospitales con 210 cepas se muestran en la tabla 4.3.

Tabla 4.3- Distribucion de las cepas eritromicina resistentes entre los hospitales con 210

cepas (n=15)

Hospitales FENOTIPO N° Total Cepas
MSg MLSg enviadas
HRYC 10 (67%) 2 15

HGM 4 20 (77%) 26
HCPH 6 6 13
HUMS (. 7(70%) 10
Hvs 2 12 (80%) 15
HVH 5 2 14
He 2 3 14
Y 3 8(67%) 12
m 7(64%) 2 1
HUB 6 4 15
cHus T 10 (83%) 12
HxL 3 7(63%) 1
Hsp (. 5 15
HSD T 8(67%) 12
H.Clinico - 5 4 10

En la mayoria de los hospitales predominaba el fenotipo MLSg excepto
en el Hospital Ramon y Cajal y el Hospital Insular de Gran Canaria donde fue

mas frecuente el fenotipo MSg.
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En lo referente a la expresidn de resistencia a macrdlidos y su
asociacion con ciertos perfiles de resistencia antibiotica:

- El fenotipo MSg se encontr6 en 11 patrones de resistencia: PR18,
PR21, PR26, PR33, PR35, PR38, PR49, PR57, PR60, PR63 y PR65. Siendo
los mas frecuentes el PR33 (56%), PR 35 (14%), PR26 (11%), y PR38 (9%).

- El fenotipo MLSg se encontré distribuido entre 15 PRs: PR1, PR2, PR3,
PR5, PR10, PR13, PR20, PR23, PR25, PR28, PR48, PR58, PR59, PR64 y
PR67. Presentando mayor frecuencia el PR2 (46%), PR20 (32%) y PR10 (7%).

La distribucion de los genes erm en los distintos PR se muestra en la tabla 4.4.

El gen ermA, forma parte de un transposon de localizacion
cromosomica (Tn554) estable, el gen ermC suele localizarse en un plasmido,
con mayor riesgo de deleccion o adquisicion. La presencia mayoritaria de
genes ermC en cepas con PR2 (Eri-Clin-Tob-Cip), explicaria que un mismo
clon muestre indistintamente PR2 (Eri-Clin-Tob-Cip) o PR4 (Tob-Cip), variante
sensible a eritromicina del PR2. Este es el caso de los clones P 6 Q cuyos
antibiogramas mas frecuentes son el PR2 y el PR4 (figura 4.1). Lo mismo seria
aplicable a los clones que muestran indistintamente PR10 (Eri-Clin-Cip) o PR30
(Cip), su variante sensible a eritromicina, como es el caso de las cepas del clon
BE (EMRSA-15). No ocurre el mismo fenomeno, sin embargo, entre las cepas
con PR 20 (Eri-Clin-Gen-Tob-Cip), portadoras del gen ermA.

Dentro del fenotipo MLSg, las cepas que comparten los genes msrA y
erm pertenecen a los patrones de resistencia PR1, PR2 (48%), PR10, PR13
(22%), PR20 y PR23.



Tabla 4.4.- Distribucion de los genes erm en los distintos patrones de resistencia antibiética
(PR).

PR Genes erm
ermA ermC ermA+C

PR1

Er Clin Tet Gen Tob Cip 1
Rif

PR2 (%)
Er Clin Tob Cip
PR3
Er Clin Tob
PR5
Er Clin Tet Gen Tob Cip
PR10 (%)
Er Clin Cip
PR13
Er Clin Clor Tob Cip
PR20 (%)
Er Clin Gen Tob Cip
PR23
Er Clin Clor Gen Tob Cip
PR25
Er Clin Clor Cip
PR28
Er Clin Gen Tob SxT Cip Rif
PR48
Er Clin Gen Tob Cip Rif
PR58
Er Clin SxT Tob Cip
PR59
Er Clin SxT Clor Tet Gen 1
Tob Cip Rif
PR64
Er Clin SxT Clor Tob Cip
PR67
Er Clin SxT Clor Gen Tob 1
Cip
Total 92 95 7

2o 1) 5860 4w

1

2

2 9

3 2

1
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Figura 4.1.- Cepas representativas de los genotipos P (en verde oscuro.) o Q (en verde
claro.) que muestran indistintamente un perfil de resistencia PR2 (portadoras del
gen ermC) 6 PR4 (ermC, negativo).

4.1. Distribucion clonal de los genes de resistencia a macroélidos

El estudio genotipico por ECP se llevd a cabo en las 325 cepas
resistentes a eritromicina. Se encontraron 36 genotipos diferentes de los cuales
el 84% de las cepas se englobaban en los tres clones dominantes, P, Q y BA
(Tabla 4.5).
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Tabla 4.5- Genotipos mediante ECP entre las cepas eritromicina resistentes.

FENOTIPO N° Total
MSs MLSs Cepas
P (%) 22 (24%) 68 (76%) 90
Q (%) 95 (64%) 53 (36%) 148
CLONES BA (%) 2 (6%) 33 (94%) 35
BC 3 4 7
BE - 4 4
CLONES (<3 cepas) 8 27 35
N° Total Cepas 131 194 325

En los aislamientos de genotipo P el fenotipo de expresion de resistencia
a meticilina es predominantemente MLSg (en un 76%), a diferencia del
genotipo Q, en el que el 64% de las cepas expresan el fenotipo MSg. Entre las
cepas del clon BA (EMRSA-16) el fenotipo dominante es el MLSg (94%).

En las tablas 4.6 y 4.7 se muestra la distribucion de los determinantes

genéticos de resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B en

relacién con los clones dominantes.
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Tabla 4.6- Distribucion del gen msrA entre los clones dominantes resistentes a eritromicina.

MSg MLSg Ne°
Clon Clon Clon Clon Clon Clon Total
Otros Otros
P Q BA P Q BA Cepas
msrA
20 92 - 6 4(*)y  19(*) 2 6 149
(+)
2 3 2 6 64 34 31 34 176
)
N° Total
22 95 2 12 68 53 33 40 325
Cepas

(*) 3 aislamientos msrA+ermC y 1 msrA+ermA

(**) 17 aislamientos msrA+ermC y 2 msrA+ermA

Tabla 4.7- Distribucion de los genes erm entre los clones dominantes eritromicina resistentes.

MLSg
N° Total
Clon Clon Clon Clon
Clon BA Otros Cepas
P Q BE
ermA 19 17 1 28 - 27 92
 ermC 48 36 - - 4 7 95
“ermA/C T - 5 - 1 7
N° Total
68 53 1 33 4 35 194
Cepas

Como se puede apreciar en las tablas anteriores, el fenotipo MLSg es
mas frecuente que el fenotipo MSg, clonalmente se relaciona con el clon P y
esta codificado en mayor medida por el gen ermC. Por el contrario, el fenotipo
MSg es mas frecuente entre el clon Q y estd codificado por el gen msrA. El
unico aislamiento representante del clon B (clon ibérico), fenotipo MLSg,
presenta el gen ermA. El clon BA (EMRSA-16), en su mayoria fenotipo MLSg,
es portador del gen ermA, y el clon BE (EMRSA-15), fenotipo MLSg, es

portador del gen ermC.
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5. Estudio de Ia produccion de Leucocidina de Panton Valentine.

El estudio de la produccidon de Leucocidina de Panton Valentine (LPV) se

llevé a cabo en dos grupos de cepas:

Cepas de probable adquisicidon comunitaria. Para identificar estos casos, se
llevé a cabo una comprobacién individual de los casos informados como
comunitarios a través de la encuesta epidemioldgica. En 19 pacientes se
tuvo la sospecha de adquisicion comunitaria y se estudio la produccion de
LPV. Sin embargo la adquisicién comunitaria sélo pudo comprobarse en 10
pacientes, 2%, en el resto fue catalogada como adquisicion relacionada con
la atencion sanitaria.

Cepas que por su origen (muestras cutaneas y subcutaneas, frotis de
abscesos y heridas), patron de ECP (genotipos esporadicos o con
aislamientos uUnicos) o sensibilidad antibidtica (cepas solo resistentes a
beta-lactamicos y a pocos grupos antibidticos mas) fuesen candidatas a
producir LPV 6 a haber sido adquiridas en el ambito extrahospitalario. A

este grupo se sumaron 85 cepas mas.

En total se estudio la presencia del gen productor de LPV en 104 cepas

por PCR, de las cuales se obtuvo una amplificacion positiva en tres de ellas.

Las tres cepas con LPV positiva, fueron aisladas en Barcelona (dos en el

Hospital de S. Pau y la otra en el Hospital de Bellvitge), pertenecian al mismo

genotipo por ECP (genotipo BG) (figura 5.1), todas tenian una estructura del

SCCmec tipo IV y les correspondia un MLST tipo 8. En cuanto a su sensibilidad

antibidtica, una era resistente sélo a antibiéticos beta-lactamicos (PR12), otra

era resistente ademas a tobramicina y ciprofloxacina (PR4) y la tercera era

resistente a beta-lactamicos y tetraciclina. Dos de estas cepas habian sido

comunicadas como de adquisicidon comunitaria.



Figura 5.1.- Perfil de ECP de cepa con LPV positiva. El asterisco muestra un control de peso

molecular (Lambda ladder, New England Biolabs).
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En esta tesis se ha pretendido hacer un estudio general de la situacion
actual del S. aureus resistente a meticilina en Espafa desde el punto de vista
microbioldgico, incluyendo el analisis de la sensibilidad antibidtica y de la
epidemiologia molecular de las cepas SARM circulantes en Espafa. Para ello
se ha contado con una amplia representacion de hospitales de distintas
categorias, distribuidos por practicamente todas las Comunidades Autbnomas
espanolas. El numero final de cepas recogido durante el mes de Junio de 2003
fue de 424, obtenidas de 64 hospitales

La rapidez y facilidad con que se producen cambios evolutivos en los
diferentes microorganismos hacen conveniente la vigilancia epidemioldgica
utilizando sistemas microbiolégicos de tipificacion, fenotipicos y genotipicos,
que nos permitan realizar estudios epidemiolégicos mas completos para
entender la evolucién de los microorganismos patdogenos y asi poder establecer

medidas de control.

Las técnicas de epidemiologia molecular permiten conocer
caracteristicas genéticas de los microorganismos, que no quedan reflejadas por
otras técnicas de laboratorio fenotipicas en las que, en ocasiones, ocurren
problemas de reproducibilidad y poder de discriminacion. En este trabajo se ha
utilizado la combinacién de tres métodos moleculares (Electroforesis en campo
pulsatil, Multilocus sequence typing y analisis de la estructura del
Staphylococcal cassette chromosome mec), lo que nos ha permitido obtener
una buena caracterizacion clonal de los microoganismos y contribuir al
establecimiento de la relacion genética entre las cepas de SARM circulantes en

los hospitales espafoles.



1. Porcentaje de resistencia a meticilina en S. aureus aislados en

diferentes hospitales espafnoles durante el mes de junio de 2003.

S. aureus resistente a meticilina (SARM) es uno de los patégenos
causantes de infeccidon nosocomial que mas rapidamente se ha extendido entre
los hospitales. Su presencia en areas relacionadas con la asistencia sanitaria
extrahospitalaria, como pueden ser residencias geriatricas y centros de
cronicos, es cada vez mas importante y su expansién a la comunidad ha sido
uno de los hechos epidemioldgicos mas relevantes ultimamente. (Chambers,
2001).

Las primeras cepas de S. aureus resistente a meticilina se describieron a
principios de los anos 60, pero no es hasta los afnos 80 cuando empieza a
expandirse y a considerarse un importante problema. En Espafa la tendencia
de SARM también ha ido en aumento. Los datos recogidos en el Estudio de
Prevalencia de Infecciones Nosocomiales en los hospitales espafioles -EPINE-
durante el periodo de 1990 a 1999 (Cantdn, 2001) reflejan que la prevalencia
de SARM durante la década de los 90 tuvo un crecimiento constante, pasando
de cifras del 5% en 1990 a cifras del 18-19% en 1994-95 hasta alcanzar en
1999 el 40%. Este aumento sin embargo, no ha ido acompafiado de un
incremento de las infecciones por S. aureus, sino que ha sido a expensas de
una disminucion en la prevalencia de las cepas sensibles a meticilina, es decir,
hay una mayor probabilidad de que las infecciones que se producen estén
originadas por cepas resistentes a meticilina.

Durante el periodo de este estudio (junio de 2003) la resistencia media a
meticilina en S. aureus entre los hospitales participantes fue del 20%. A partir
de la informacion suministrada por la encuesta epidemioldgica, durante el afio
previo, 2002, este porcentaje fue muy similar, del 21% (Rodriguez-Baro, 2006).
Este porcentaje es muy similar al encontrado en 39 hospitales esparioles en el
afo 2003 segun el European Antimicribial Resistance Surveillance System
(EARSS) (EARSS, 2003), que fue del 24%, siendo algo mas elevado en el
2004, 26% (EARSS, 2004). Sin embargo en el estudio realizado por el Grupo

Espanol para el Estudio de Estafilococos en el que participaron 143 hospitales



en el afno 2002, la frecuencia media de SARM fue mas elevada, del 31%
(Cuevas, 2004).

La tasa de SARM en Espafia segun los datos reflejados de nuestro
estudio, es inferior a la encontrada en otros paises proximos como Portugal
(45%), Francia (29%), Italia (38%) y el Reino Unido (43%) (EARSS, 2003).

A diferencia de lo que ocurre en nuestro pais, en EEUU la resistencia a
oxacilina en S. aureus ha aumentado entre 1992 (35,9%) y 2003 (64,4%) sobre

todo en las UCls hospitalarias (Klevens, 2006).

2. Estudio de la sensibilidad y los patrones de resistencia antibiodtica de

las cepas SARM obtenidas para el estudio.

S. aureus ha sido capaz de expresar y desarrollar multiples mecanismos
de resistencia antibiotica, intrinsecos o adquiridos, durante su evolucién. Asi ha
ido adquiriendo resistencia a gran parte de los antimicrobianos adecuados para
el tratamiento de las infecciones estafilocdcicas, lo que ha hecho necesario la
busqueda constante de nuevos antimicrobianos.

A lo largo de estos afios se han descrito en la literatura trabajos sobre
cepas de SARM con resistencia multiple, ello puede deberse a una sucesiva
adquisicién de plasmidos y transposones con determinantes de resistencia, 6
bien, a la diseminacién de algunas lineas clonales resistentes (Witte, 1999;
Oliveira, 2002).

En nuestro estudio la resistencia a meticilina en S. aureus, se ve
acompanada de una elevada resistencia a otros antimicrobianos como
eritromicina (77%), clindamicina (46%), tobramicina (86%) y ciprofloxacino
(99%). La resistencia a gentamicina es de un 25%. Por otro lado, la resistencia
a rifampicina, cotrimoxazol y cloranfenicol es excepcional 6 muy baja (2%,2% vy
12% respectivamente). Todos los aislamientos de S. aureus fueron sensibles a
los glucopéptidos y a nuevos antimicrobianos como linezolid vy
Quinupristina/Dalfopristina. Estos datos son similares a los descritos por el
Grupo Espanol para el Estudio de Estafilococos en su estudio sobre cepas
aisladas el afio 2002 (Cuevas, 2004).



En cuanto a la resistencia a mupirocina, es destacable una tasa de
resistencia del 20%, posiblemente debido al uso excesivo de este antibidtico
como tratamiento de primera eleccibn en la descontaminacion de los
portadores de SARM. En cambio, el porcentaje de resistencia al acido fusidico,
empleado como alternativa a la mupirocina en algunas ocasiones, fue muy bajo
(2%).

No se ha encontrado en este estudio resistencia a vancomicina, como la
descrita recientemente en Estados Unidos (CDC, 2002; CDC, 2004). Por otro
lado, las cepas heterorresistentes & con sensibilidad disminuida a
glucopéptidos, descritas primeramente en Japon y posteriormente en Estados
Unidos y en Europa (Hiramatsu, 1997; Smith, 1999; Ariza, 1999), se han
detectado en muy bajo porcentaje, ya que solo el 1,4% de las cepas
presentaban una CMI a vancomicina de 3-4 pg/ml y a teicoplanina de 2-16
pg/ml. Sin embargo este hecho tiene relevancia clinica, ya que recientemente
se han descrito casos de fallo terapéutico con vancomicina en pacientes que
presentaban infecciéon por SARM con vancomicina intermedia (Charles, 2004;
Howden, 2004). De ahi la importancia de utilizar métodos apropiados en los
laboratorios de microbiologia (CDC, 2004; EARSS, 2005) para la deteccion de
posibles cepas hVISA, VISA y/o VRSA.

El porcentaje de resistencia a eritromicina observado fue del 77%. El
porcentaje de resistencia a clindamicina (considerando conjuntamente la
resistencia constitutiva y la inducible) fue del 46%. Por tanto, el fenotipo de
expresion MLSg se encontré en el 46% de las cepas y el fenotipo MSg en el
31%, este ultimo es un porcentaje elevado comparado con otras series en las
que se analizan los mecanismos de resistencia a macrélidos y lincosamidas en
S. aureus en general o en SARM en particular (Denis, 2002). En este ultimo
grupo, y haciendo referencia a datos espafioles obtenidos durante 2002, la
proporcion de fenotipos MSg entre cepas SARM resistentes a eritromicina
oscila entre el 1% (Sanchez-Roth, 2004) y el 17% (Cuevas, 2004),
proporciones que todavia podrian ser inferiores ya que, al utilizar sistemas de
sensibilidad automatizados, no contabilizan la resistencia inducible a

clindamicina.



En el presente estudio, el 90 % de las cepas SARM con fenotipo MSg
contenia el gen msrA, responsable de un sistema activo de transporte de
eritromicina y estreptogramina B. En el 10% restante, la resistencia a
eritromicina podia ser debida a otros genes o0 a otro mecanismo de resistencia.
Entre las cepas con fenotipo MLSg, en todas se encontraron genes erm, (47%
ermA, 49% ermC y 4% ambos ermA+ermC). En el 16% de las cepas MLSg, se
encontré ademas el gen msrA, esto sugeriria cierta facilidad de movimiento de
estos genes, a los que se les atribuye un amplio rango de microorganismos
portadores, tanto entre microorganismos Gram-positivos como entre Gram-
negativos (Ojo, 2006)

Una forma complementaria de analizar la sensibilidad antibidtica de las
cepas de SARM ha sido la asignacion a cada cepa de un perfil de resistencia
antibiodtica, PR, constituido por los antibiéticos no beta-lactamicos a los que
cada aislamiento expresaba resistencia. Esta es una forma de estudiar la
asociacion de resistencias antibidticas y su prevalencia en los distintos
hospitales. En el andlisis de los patrones de resistencia antibiética se han
encontrado 36 PRs distintos, pero a pesar de esta diversidad, el 75% (319/424)
de las cepas SARM se englobaban en los seis PRs mas frecuentes:

- PR2, resistencia a Eri, Clin, Tob, Cip

- PR33, resistencia a Eri, Tob, Cip

- PR20, resistencia a Eri, Clin, Gen, Tob, Cip

- PR4, resistencia a Tob, Cip

- PR30, resistencia a Cip

- PR35, resistencia a Eri, Gen Tob, Cip

Estos perfiles tienen en comun, en su mayoria, la resistencia a eritromicina,
tobramicina y ciprofloxacino. Las variaciones en su composicion recaen en
pocos antibidticos, principalmente en clindamicina y, secundariamente, en
gentamicina. Esto explicaria que, finalmente los genotipos encontrados sean
también limitados: dos clones - P y Q - son los genotipos que se encuentran en
el 76% (243/319) de las cepas que pertenecen a alguno de los seis PRs

mencionados, como se discute mas adelante en este capitulo.



La multirresistencia antibidtica, a cuatro 6 mas grupos de antibiéticos, se
llegb a detectar en 16 PRs distintos, sin embargo el numero de cepas
englobadas en este grupo representan sélo el 8% del total de aislamientos
estudiados. Aunque entre estas cepas multirresistentes también se encontraron
los genotipos P y Q, el 34% de ellas pertenecian a otros clones que,
aparentemente, no han sido capaces de diseminarse con la misma efectividad
con que lo han hecho las cepas de genotipo P 6 Q. Otra observacion
destacable es que el patrén de resistencia PR1 (resistente a eri, clin, tet, gen,
tob, cip rif) correspondiente al clon Ibérico, prevalente en las décadas
anteriores, practicamente habia desaparecido, encontrandose sélo una cepa en
este estudio.

De este estudio se podria deducir que, en general, se observa una
disminucién de las resistencias asociadas en las cepas de SARM, las cuales
han sido sustituidas por cepas sensibles a un mayor numero de grupos

antibiodticos.

Se vienen realizando diferentes estudios europeos de vigilancia
epidemioldgica que demuestran una relacién directa entre un mayor uso de
antibidticos y el aumento de resistencias, asi como variaciones de resistencias
entre diferentes paises y entre distintas regiones y/u hospitales dentro de un
mismo pais. Estas diferencias pueden deberse a la diferente presion de
seleccién de resistencias o a la diseminacion de clones resistentes en algunas
regiones y no en otras (Bronzwaer, 2000, Tiemersma, 2004, Goossens, 2005).
En nuestro estudio los patrones de resistencia antibidtica estan distribuidos por
todas las zonas geograficas sin un claro predominio en ninguna de ellas,
aunque los 4 PRs mas frecuentes (PR2, PR4, PR20 y PR33) siguen siendo los

mas predominantes en todas las regiones.

La variabilidad en los patrones de resistencia y la disminuciéon de las
cepas multirresistentes podria explicarse por algunas de las razones descritas
por diferentes autores entre las que se encuentran:

- Politica antibi6tica aplicada en cada hospital: los cambios que se
realizan en el uso de los antibiéticos modifican la presion selectiva de éstos.

Lemaitre et al, observaron que la disminucién en el uso de los antibiéticos,



sobre todo aminoglucdsidos, ciclinas y macrélidos jugaban un papel importante
en la aparicion de cepas SARM sensibles a gentamicina, disminuyendo las
cepas resistentes a este antibidtico (Lemaitre, 1998). Estudios multicéntricos
mas recientes también sefalan la importancia de limitar la presién selectiva
antibidtica (Diekema, 2001). En Espafia, Sopena et al. describen la aparicion
de cepas SARM sensibles a gentamicina en un hospital donde era endémico el
clon de SARM resistente a gentamicina y atribuyen como una posible causa la
disminucion en el uso de aminoglucosidos (Sopena, 2001).

- Mayor capacidad adaptativa (fitness) de las cepas SARM sensibles a
mas antibidticos: Los estudios in vitro realizados por Laurent et al, demostraron
que las cepas SARM sensibles a gentamicina tenian un periodo de generacién
mas rapido que las cepas resistentes (Laurent, 2001).

- Evolucion genética vertical: algunos autores sugieren que las cepas de
SARM habrian sufrido un proceso evolutivo clonal mediante recombinaciones
por las cuales las cepas mas sensibles procederian de cepas ancestrales
multirresistentes (Oliveira, 2002).

- Transferencia genética horizontal: la aparicion de nuevos clones de
SARM podria deberse a la transferencia horizontal del elemento genético mec
a lineas de S. aureus sensibles a meticilina  (Enright, 2002), serian
transferencias independientes del gen mecA a contextos genéticos mas
sensibles (Watson, 2003).

3. Caracterizacion genotipica de las cepas SARM.

En este estudio la tipificacion molecular de las cepas recibidas se realizd
mediante tres técnicas que fueron: electroforesis en campo pulsatil, MLST y
SCCmec.

3.1. Electroforesis en campo pulsatil -ECP-.

Esta técnica permite obtener un patrén simplificado de los fragmentos de
restriccion generados, tras la digestion del DNA cromosomico con enzimas de
baja frecuencia de corte. Estas enzimas generan un numero limitado e

interpretable de fragmentos de DNA cuyo tamano oscila entre 10 y 800 Kb



(Maslow, 1993). En general la ECP tiene una elevada capacidad de
discriminacion, ya que es muy sensible a los cambios genéticos menores
existentes en una coleccion de cepas en un periodo de tiempo corto. Sin
embargo, su interpretacion puede generar dificultades al analizar colecciones
de microorganismos endémicos, cepas que llevan muchos afios circulando por
una determinada area o brotes muy extensos que afectan a muchos pacientes.

En el presente estudio, los patrones de bandas obtenidos mediante
ECP indican que hay una diversidad genética (40 patrones) entre las cepas
SARM distribuidas por el territorio espanol pero a pesar de esta diversidad la
mayoria de las cepas (73%) se agrupan en dos clones dominantes, el clon P y
el clon Q. Estos datos se asemejan a los descritos en otros estudios en los que
sefalan que las cepas SARM hospitalarias se identifican con pocos clones. Asi,
por ejemplo, en un trabajo realizado en 164 hospitales procedentes del Sur y
Este de Europa, Latino América y Estados Unidos, con mas de 3000
aislamientos de SARM entre 1994 y 2000, el 68% de los aislados pertenecia a
uno de los cinco clones pandémicos (Oliveira, 2002). En otro estudio realizado
en 12 hospitales de siete estados de Estados Unidos con 217 aislamientos de
SARM durante 1996 a 1999, el 79% se correspondia con dos unicos clones
(Da Silva Coimbra, 2003).

Los clones P y Q, a pesar de haber sido considerados distintos,
mostraban un coeficiente de similitud de Dice del 80% lo que indica que
genéticamente estan mas préximos entre si que, en comparacioén, con otros
genotipos con los que este indice era inferior al 66%. Mediante la observacién y
comparacion de los patrones de bandas de los distintos subtipos hallados tanto
en el clon P como en el clon Q, se observd que ambos clones presentaban
diferencias en tres o0 mas fragmentos pero, a la vez, el numero de diferencias
no era superior a seis fragmentos. Ello permitiria, segun algunos criterios de
interpretacion de ECP (Struelens, 1992; Tenover, 1995; Denis, 2002; Murchan,
2003), calificar estas cepas como de “probablemente relacionadas”. Este
término indicaria que los genotipos P y Q, a pesar de su distancia genética real,
podrian derivar de un ancestro genético comun; sus diferencias podrian
explicarse por inserciones o delecciones simples, o acompafiadas de ganancia
o pérdida de algun lugar de restriccion. Estas variaciones se observan en

aislamientos obtenidos en periodos de tiempo largos, superiores a 6 meses, 0



en estudios que incluyen un gran numero de pacientes de diversos origenes
(Tenover, 1995). En estos casos, puede ser de gran utilidad aplicar otros
marcadores genéticos que ayuden a resolver la tipificacion en un sentido 6 en
otro. En el presente estudio, el analisis de los perfiles alélicos (ST) obtenido
mediante MLST, sugeria que los genotipos P y Q podrian pertenecer a un
complejo clonal cuyos integrantes, mas préximos entre si que en relacion a
otros genotipos, derivasen de un clon anterior identificado entre 1992 y 1997
como Clon Pediatrico (Sa-Leao, 1999). El resto de los aislamientos con
genotipos distintos de P o Q, supusieron el 27% del total de cepas SARM.
Dentro de éste grupo es necesario senalar el genotipo BA, es el tercero en
frecuencia (8%) y se corresponde con el clon internacional EMRSA-16. En
menor frecuencia se encuentra el clon BE (1,6%) que presenta un patrén de
bandas similar al clon epidémico internacional EMRSA-15. Estos clones fueron
descritos inicialmente en hospitales del Reino Unido, pero recientemente se
han identificado en otros paises europeos como Bélgica, Finlandia, Suecia,
Dinamarca y Espafia (Cox, 1995; Enright, 2002; Murchan, 2003; Pérez-Roth,
2003). El genotipo identificado como B en el presente estudio muestra un
patron de bandas similar al denominado Clon Ibérico y fue identificado
solamente en un aislamiento, procedente del Hospital Nacional de Parapléjicos
de Toledo.

Hay una relacién entre los porcentajes de resistencia antibiética y la
frecuencia de los clones. Por ejemplo, la baja resistencia a tetraciclina y a
rifampicina encontrada en este estudio, se corresponde con la ausencia del
Clon Ibérico, resistente a multiples antibiéticos entre los que se encuentran los
dos grupos antibiéticos citados. La amplia diseminacion del Clon Ibérico
durante los anos 90, justificaba los elevados indices de resistencia antibiética
encontrados en otras series publicadas previamente (Diaz, 1994; Cercenado,
1997). Asimismo, la disminucién en el porcentaje de resistencia a gentamicina,
se relaciona con la presencia de clones como EMRSA-16 y EMRSA-15 y con
una menor prevalencia de los clones resistentes a este antibiotico.

En relacion a la correspondencia entre patrones de resistencia y
genotipo por ECP, es notable la variabilidad fenotipica que se asocia a los
genotipos dominantes P y Q. A pesar de ello, el genotipo P se encontrd

asociado con mayor frecuencia a PRs con fenotipo MLSg, portadores del gen



erm y el genotipo Q a PRs con fenotipo MSg, portadores del gen msrA. En
cuanto a las diferencias geograficas por clonalidad hay que sefalar que los
clones P y Q se encuentran distribuidos por los hospitales del territorio espafiol
sin un claro predominio por ninguna regién geografica. Sin embargo no ocurre
lo mismo con el clon BA. Este clon predomina sobre todo en la zona norte de
Espana, concretamente en la Comunidad Gallega estando presente en 7
hospitales con una frecuencia del 63% y en menor frecuencia (58%) en 2
hospitales de Canarias, 1 hospital de Madrid, 1 hospital de Sevilla y 2
hospitales de la Comunidad Valenciana. También cabe destacar el clon BE que
es predominante en las islas Baleares. Los clones EMRSA-16 y EMRSA-15 ya
habian sido descritos por Pérez-Roth, en el hospital Universitario Ntra. Sra. de
Candelaria de Tenerife, representando el clon EMRSA-16 un 63,5% de los
aislamientos de SARM de dicho hospital y el clon EMRSA-15 un 2% (Pérez-
Roth, 2003). Hasta ahora ambos clones no habian sido documentados en
ninguna otra zona geografica de Espana.

Recientemente se ha sefalado la necesidad de crear una colaboracion
internacional para vigilar la diseminacion de estas cepas epidémicas asi como

la posible aparicion de otras nuevas (Murchan, 2003).

3.2. Multilocus sequence typing -MLST-.

Esta técnica de tipificacion molecular se esta utilizando con mucha
frecuencia en la caracterizacion genética de clones de patdgenos bacterianos.
Aunque su poder de discriminacion es equiparable al del ECP, no tiene
capacidad de registrar los cambios mas recientes aparecidos en una linea
clonal, por el contrario analiza secuencias muy estables del genoma bacteriano
que escapan a presiones locales como, por ejemplo, determinadas politicas
antibidticas (Enright, 2000). Esta razéon es la que hace que sea una técnica
apropiada para el estudio de series de microorganismos obtenidos en un
tiempo o en un espacio amplios. Ademas las secuencias de los genes
estudiados, permiten comparar el tipo secuencial o ST con cepas control o

cepas depositadas en una base de datos internacional (www.mlst.net).

Como se ha mencionado, la aplicacion del MLST ha permitido completar
la tipificaciéon de los genotipos P y Q. Los perfiles alélicos, STs, que se

obtuvieron en una seleccion de cepas pertenecientes a estos genotipos fueron:



ST5, ST146, ST228 y ST125, éstos dos ultimos encontrados indistintamente en
cepas del genotipo P o del genotipo Q. ST146 y ST125 son variantes alélicas
(single locus variants, SLV) de ST5 ya que solo difieren en un unico alelo, YqiL
y aroE respectivamente. ST228 difiere en los alelos tpi y YqiL de ST5 (double
locus variant, DLV). ST125 fue el perfil alélico encontrado con mayor frecuencia
entre cepas del complejo P-Q, entre las que, ademas, el tipo de SCCmec fue el
tipo IV. Por lo tanto, podria definirse un complejo clonal caracterizado por
presentar ST125, genotipo por ECP P 6 Q y SCCmec tipo IV
(ST125::P/Q::meclV), que ademas podria haber tenido su origen en el
denominado Clon Pediatrico con idéntico ST y tipo de SCCmec (ST125::meclV)
(Oliveira, 2001) y un genotipo por ECP muy parecido al complejo P-Q. Una
situacion similar habia sido presentada en el trabajo de Pérez-Roth et al, en el
que se describen los clones de SARM dominantes en un hospital de Tenerife
durante un periodo de cinco anos (Pérez-Roth, 2004). El clon pediatrico se
describié en un hospital de pediatria en Portugal en los afios 1992-1997. En un
principio se caracterizd por ser sensible a la mayoria de los antibi6ticos,
mostrando resistencia solo a beta-lactamicos. Posteriormente, Gomes Io
describe en Colombia como un clon multirresistente y procedente no sélo de
infecciones en niflos sino también en adultos (Sa-Leao, 1999; Oliveira, 2001;
Gomes, 2001). Los clones epidémicos internacionales EMRSA-16, EMRSA-15
y clon Ibérico identificados en este estudio como clon BA, clon BE y clon B,
respectivamente, presentaron un perfil alélico ST36, ST22 y ST247, similares a
los ya descritos en la literatura (Oliveira, 2002). Estos clones han presentado
una diseminacidén internacional y su aparicion en Espafia demuestra la

expansion global de algunas cepas de SARM.

3.3. Staphylococcal cassette chromosome mec -SCCmec-.

El analisis de los componentes del SCCmec es el método menos
discriminativo utilizado como marcador molecular, sin embargo permite analizar
la vecindad del gen mecA y los elementos presentes en este cassette. En
combinacién con el MLST permite caracterizar mejor las diferentes cepas vy
hace mas facil la comparacion con cepas analizadas en otros estudios. En el

caso de los Clones Nueva York/Japon y Pediatrico, ambos son ST5 pero se



distinguen por el tipo de SCCmec: ST5::mecll en el Clon Nueva York/Japon y
ST5::meclV en el Clon Pediatrico.

En el presente estudio el SCCmec tipo IV se ha encontrado en mas de la
mitad de las cepas estudiadas, siendo mayoritario entre las cepas del complejo
P-Q. Estos resultados son similares a los descritos por Oteo et al. en un estudio
realizado con >1500 SARM aislados en hospitales espafioles durante el
periodo 2000-2002, donde obtuvieron que >60% de los SARM estaban
relacionados genéticamente con dos clones los cuales eran portadores de un
SCCmec tipo IV (Oteo, 2004).

En lo referente a los clones epidémicos internacionales encontrados en
esta serie de SARM, el tipo de SCCmec contribuyd a confirmar su similitud con
dichas cepas. Asi, el clon BA se correspondia con ST36::EMRSA16::mecll, el
clon BE se correspondia con ST22::EMRSA15::meclV, y el clon B, Clon Ibérico,
presentaba ST247::mecl .

Se ha descrito que el tamano del SCCmec esta relacionado con su facilidad para
transferirse (Ito, 2001). De acuerdo con esta hipétesis, el SCCmec mas pequefio se encontraria
asociado a un mayor niumero de STs. Asi el SCCmec tipo IV (22 kb) estaba asociado con 12
STs, el SCCmec tipo | (40 kb) con 5 STs y el SCCmec tipo Il (52 kb) con 2 STs. Al igual que
ocurre en nuestro estudio, el tipo IV es uno de los elementos mas frecuentemente observados
en cepas SARM adquiridas en infecciones hospitalarias en otros paises (Oliveira, 2001; Fey,
2003; De A Trindade, 2005), inicialmente se describié asociado a aislamientos de SARM de
adquisicion comunitaria (CDC, 1999; Okuma, 2002; De Sousa, 2003).

El SCCmec tipo V ha sido descrito en cepas comunitarias de Australia
(Ito, 2004). Recientemente se han encontrado cepas en Taiwan (Chen, 2005)
con ST59 y mec tipo V, que se han comportado como un clon virulento y
prevalente. Se ha detectado infectando tanto pacientes hospitalizados como
pacientes extrahospitalarios , con localizacion sobre todo en heridas. En

nuestro trabajo ninguna de las cepas estudiadas presentaba un SCCmec tipo V.



4. Estudio de los genes de resistencia a macrélidos y su distribucién

clonal.

Los macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas son antibioticos de uso
frecuente en el tratamiento de las infecciones estafilocdcicas, lo que ha
supuesto que estas especies desarrollen mecanismos de resistencias contra
dichos antibiéticos. Se han descrito diferentes mecanismos entre los que cabe
destacar: (i) la resistencia mediada por metilasas, cuyos principales
determinantes genéticos en estafilococos son ermA, ermB y ermC confiriendo
el fenotipo MLSg, v (ii) la resistencia mediada por bombas de flujo, codificada
principalmente por el gen msrA que confiere el fenotipo MSg (Ross, 1990;
Leclercq, 1991).

En este trabajo se estudiaron los determinantes de resistencia a
macrolidos en un total de 325 cepas resistentes a eritromicina mediante el
método de PCR (Lina, 1999)

Entre las cepas que presentaban un fenotipo MLSg (60%), practicamente
encontramos la misma proporcién de aislamientos con el gen ermC (49%) que
con el gen ermA (47%). La presencia de ambos genes se detectd en un 4% de
las cepas. El gen ermB no se detecto en ningun aislamiento.

El fenotipo de expresion MSg se encontré en el 40% de los
microorganismos resistentes a eritromicina, porcentaje mas elevado que en
otros trabajos en los que se también se estudian S. aureus (Denis 2002; Melter,
2003). Este mecanismo de resistencia esta mediado por fenomenos de
expulsion activa y es mas frecuente en estafilococos coagulasa negativos que
en S. aureus (Lina, 1999). El principal gen responsable de este fenotipo MSg en
estafilococos es el gen msrA, de localizacién plasmidica (Butaye, 2003). Entre
las cepas con expresion MSg, el 90% eran portadoras del gen msrA, en el resto
la resistencia podria ser debida a otros genes o a otros mecanismos de
resistencia.

En 31 cepas de las 325 resistentes a eritromicina (16%), se encontraron
simultdneamente genes de la familia erm y el gen msrA. Estas cepas se
manifestaban con fenotipo MLSg, quedando enmascarado el fenotipo MSg. En
estos casos el papel que juega el gen msrA puede ser el de aumentar la

resistencia a mayor numero de antibiéticos o bien, podria estar relacionado con



una mayor virulencia de las cepas, como sefialan algunos autores (Reynolds,
2003). En nuestro trabajo los aislamientos que comparten ambos genes no
presentaron una mayor resistencia antibiotica, siendo el PR2 (resistencia a Eri-
Clin-Tob-Cip), el patrén de resistencia mas frecuente en este grupo de cepas.
Un estudio de 294 cepas aisladas en 1995 en 32 hospitales franceses (Lina,
1999) y otro trabajo de 100 aislamientos de SARM entre 2000-2002 en 21
hospitales de la Republica Checa (Melter, 2003), concluyen que el gen ermA es
mas frecuente que el gen ermC, siendo el gen ermA mas prevalente en los
aislamientos de S. aureus resistente a meticilina, mientras que el gen ermC es
mas frecuente en los S. aureus sensibles a meticilina. Este hecho, que no
observamos en nuestro estudio, tiene que ver con los clones epidémicos
dominantes en una determinada area, asi el gen ermA que forma parte del
transposon Tn554 en el cromosoma (Murphy, 1985) es un gen probablemente
mas estable que el gen ermC de localizacién plasmidica. (Novick, 1985)

En relacién a la distribucién de los genes de resistencia en los clones
encontrados en el presente estudio, como ya se sefialé anteriormente en esta
discusién, el fenotipo MLSg con resistencia a macrdlidos, lincosamidas vy
estreptogramina B, se encuentra principalmente asociado al clon P, portador
del ermC. Por el contrario, el fenotipo MSg resistente a macrélidos de 14 y 15
atomos y a estreptogramina B, se detecta con mas frecuencia en cepas clon Q
y su determinante genético es el gen msrA. El clon B (clon Ibérico), de
expresion MLSg, es portador del gen ermA. El clon BA (EMRSA-16), con
expresion MLSg, esta codificado en su mayoria por el gen ermA, y el clon BE
(EMRSA-15), MLSg, por el gen ermC.

5. Estudio de la produccion de Leucocidina de Panton-Valentine.

La produccion de leucocidina de Panton-Valentine (LPV), una potente
toxina necrotizante, se ha asociado a las cepas SARM adquiridas en la
comunidad, hasta el punto de ser considerado un marcador genético que indica
el origen comunitario de la adquisicion (Vandenesch, 2003). SARM se
considerd un importante patdgeno a nivel nosocomial hasta 1980-81 cuando en

Detroit se describe el primer brote de SARM adquirido en la comunidad



(Saravolat, 1982). Posteriormente, en 1993, en Australia se detectan las
primeras cepas de SARM de adquisicion comunitaria (Udo, 1993). En 1999
este microorganismo comienza a causar gran interés y preocupacion en la
sociedad debido a la muerte de 4 nifios, sin factores de riesgo, en Minnesota y
Norte de Dakota, EEUU, como resultado de la infeccion causada por SARM de
origen comunitario (CDC, 1999). Durante estos ultimos afos, estas cepas
virulentas comienzan a detectarse en la comunidad con frecuencia creciente.
Su capacidad de virulencia se debe, en parte, a la produccion de LPV,
sintetizada por la mayoria de cepas relacionadas con infecciones de piel y
partes blandas, y, excepcionalmente, neumonia necrotizante.

En nuestro pais la mayoria de los datos disponibles proceden de
estudios hospitalarios, que informan tasas muy variables sobre los casos de
SARM. Los ultimos trabajos del Grupo de Estudio de Estafilococos reflejan un
aumento de SARM de probable origen comunitario que varia desde el 5% en el
afno 86 al 17,8% en el 2002 (Cuevas, 2004). Sin embargo estos datos deben
ser tomados con cautela, puesto que en muchas ocasiones el origen
comunitario es dificil de establecer y en realidad la adquisicion esta relacionada
con la atencion sanitaria. En el presente estudio, el seguimiento individualizado
de los datos epidemiologicos reveld que soélo en 10 pacientes, de los 424
incluidos (2%), la adquisicion del SARM podia ser calificada de comunitaria.

La produccion de LPV fue detectada solamente en 3 aislamientos SARM,
dos de las cuales habian sido indicadas como de adquisicion comunitaria.
Estas cepas presentaron caracteristicas comunes: aisladas de pacientes
jévenes, sin factores de riesgo, procedian de muestras de heridas. En general,
mostraron sensibilidad a un elevado numero de grupos antibioticos. No
presentaron resistencia al acido fusidico, en contra de lo que describen algunos
autores (Maier, 2005). Genotipicamente, se caracterizaron por pertenecer al
mismo clon: idéntico perfil alélico, MLST, ST8; idéntico patrén de ECP, BG; y
un SCCmec tipo IV (ST8::BG::meclV). Las tres cepas procedian de dos
hospitales en Barcelona.

Las caracteristicas genéticas de este clon productor de LPV, se
diferenciaban de las observadas entre las cepas de adquisicién hospitalaria.

Este clon (ST8::meclV) no se corresponde con los clones productores de LPV



mas comunes en Francia o Suiza, sino con uno de los descritos en los EEUU
(Vandenesch, 2003).



(CONCLUSIONES




. El porcentaje de resistencia a meticilina en las cepas de Staphylococcus
aureus aisladas durante el periodo del mes de junio de 2003 en los
hospitales espafoles fue del 20%. Este porcentaje es similar al obtenido en
el ano 2002 e inferior a los datos publicados en nuestro pais en la década
de 1990.

. La mayoria de las cepas de S. aureus resistente a meticilina presentaron
resistencia a ciprofloxacino y tobramicina. Una quinta parte de las cepas
fueron resistentes a mupirocina. No se detectd resistencia a los nuevos

antibidticos, linezolid y quinupristina/dalfopristina.

. Aunque no se observo resistencia a glucopéptidos, un 1,4% de las cepas
presentaron una disminucibn de la sensibilidad a vancomicina,

caracterizada por un patron de heterorresistencia.

. Entre las cepas resistentes a eritromicina, el 60% presentaron un fenotipo
MLSg, debido a la presencia de metilasas codificadas por los genes ermA 'y
ermC, mientras que el 40% restante presentaron un fenotipo MSg, debido a

un sistema de expulsion activa codificado por el gen msrA.

. Mediante la utilizacion de tres marcadores moleculares (perfil alélico 6
Multilocus Sequence Typing, macrorrestriccion del ADN cromosémico y
analisis del Staphylococcal Cassette Chromosome mec) se identificé un
complejo clonal ¢ linaje genético dominante (ST7125::P::meclV,
ST146::P::meclV, ST125::Q::meclV) al que pertenecian el 73% de las cepas.

. El ancestro genético de éste complejo clonal dominante podria estar
relacionado con el clon internacional denominado Clon Pediatrico, cuyos
perfiles alélicos difieren solamente en un gen y presentan genotipos

cromosomicos parecidos e idéntica estructura de SCCmec (ST5::meclV)



10.

11.

Los perfiles de resistencia antibiotica asociados al complejo clonal
dominante fueron variados. La mayoria de las cepas fueron resistentes a
ciprofloxacina, tobramicina y eritromicina, mientras que la resistencia a

clindamicina y a gentamicina fue menos frecuente.

. Se detectaron otros 38 clones a los que pertenecieron el 27% de los

aislamientos estudiados. La prevalencia de los clones internacionales
EMRSA-16 (ST36::mecll)y EMRSA-15 (ST22::meclV) fue del 8% y del 2%,
respectivamente. Solo un aislamiento pertenecié al Clon Ibérico
(ST247::mecl).

. El complejo clonal dominante se detect6 en todos los hospitales

participantes en el estudio, mientras que el clon EMRSA-16 se aislo
preferentemente en la Comunidad Gallega y en la Comunidad Canaria y el

clon EMRSA-15 sdlo se aislé en un hospital de Palma de Mallorca.

La prevalencia de aislamientos de SARM de origen comunitario,

productores de leucocidina de Panton-Valentine fue baja (3%).

Las tres cepas productoras de leucocidina de Panton-Valentine fueron
aisladas en dos hospitales en Barcelona y pertenecieron al mismo clon
(ST8::BG::meclV).
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